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^ (57) Abstract: The invention concerns a method for analysing characteristics exhibited by certain virus strains, in particular, the 
^ human immunodefidency viruses, using the construct of a recombinant virus obtained by homologous recombining. The invention 
t*^ also concerns a kit comprising primers, vectors, cell hosts, products and reagents necessary for producing PCR amplification, and 
22 the products and reagents for detecting a marker, for implementing the inventive method. 

Q (57) Abr^g^ : La pr^sente invention concerne une mfilhode d'analysc des caract&istiques ph^notypiques pi^sent^es par certaines 
souches de virus, notamment les virus de Timmunod^ficience humaine. mettant en oeuvre la construction d'un virus recombinant 
O obienu par recombinaison homologue. La presence invention concerne dgalement un kit comprenant les amorces, les vecteurs, les 
^ hfiies cellulaires, les produits et r^actifs n^cessaires pour r^aliser une amplification par PCR. et les pioduits et i^actifs permettant la 
1^ detection d'un marqueur, pour la mise en oeuvre de la mdthodc de 1 'invention. 
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NOUVELLE METHODS D' ANALYSE DES CARACTERISTIQUES 
PHENOTYPIQUES DES VIRUS DE L' IMMUNODEFICIENCE HUMAINE 
(VIH) 

5 La pr6sente invention concerne une methode 

d' analyse des caracteristiques ph6notypiques qui 
pr^sentent certaines souches die virus, notamment de virus 
VIH, 

• Des tests genotypiques qui sont rapides et 

10 largement disponibles pour detecter la presence de 

mutations dans les genes viraux ont 6te developpfees par 
exemple pour d6tecter des mutations presentes dans les 
g^nes codant pour la protease ou la transcriptase inverse 
de VIH. 

15 . Bien que certaines mutations aient 6t6 

associ^es a un inhibiteur particulier de l'activit6 
virale, bien d'autres sont associ6s avec le traitement 
par plusieurs molecules. De plus, avec le d6veloppement 
de nouvelles molecules d'inhibiteurs, le g6notypage de 

20 variantes des virus qui ^chappent aux traitements devient 

de plus en plus complexe. Ceci rend difficile 
1' evaluation et le fait de savoir vis-a-vis de quels 
inhibiteurs les virus deviennent resistants ou conservent 
encore une legere susceptibilite . Dans ces circonstances, 

25 la presence et 1' accumulation de mutations de resistance 

peuvent sQrement constituer un bon indice de 1' evolution 
de la resistance, mais la simple detection de ces 
mutations au niveau genotypique ne suffit plus pour 
evaluer quantitativement le niveau de r6sistance, un 

30 paramdtre qui s'avdre crucial pour optimiser les 

orientations th6rapeutiques de patients chez qui la 
thSrapie antivirale est d6faillante. 
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Les caract6ristiques phenotypiques des virus 
sont liees aux divers aspects du comportement viral et 
directement impliquees dans des nombreuses interactions 
entre lesd.its virus et leur environnement . 

Seuls les tests ph6notypiques, qui mesurent 
directement dans le milieu de culture la modification de 
la caract6ristique ph6notypique du virus, telle que 
1' inhibition de 1' activity virale, par exemple en 
presence de composes inhibiteurs de ladite activity 
virale, fournissent un indice quantitatif de la 
resistance. 

D'autres caracteristiques phenotypiques dont 
1' analyse s'avere interessant, notamment d'un point de 
vue medical, sont celles qui conf^fent k un virus sa 
resistance vis-a-vis des agents inhibiteurs susceptibles 
de bloquer au moins un m6canisme impliqu^ dans I'activite 
virale, celles qui conferent a un virus sa capacite 
rfeplicative, celles qui conferent k un virus son tropisme 
envers des cibles particuli^res ou encore celles qui 
conferent ci un virus son aptitude k §tre neutralist par 
des molecules, tels des anticorps, des chimiokines ou des 
inhibiteurs • 

La presente invention permet de tester 
plusieurs caracteristiques phenotypiques distinctes mais 
complementaires du VIH, a I'aide d'une methode rapide 
reposant sur la reconstruction d'un virus recombinant k 
partir de prtltvements effectu§s chez des patients 
infect 6s et f aisant intervenir un cycle unique de 
replication virale. Cette invention s'inscrit dans une 
demarche d' aide a la decision et d' optimisation de la 
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strategie therapeutique chez les patients infectes par le 
VIH se trouvant dans une situation d'echec virologique de 
traitement antir^troviral^ ou encore chez des patients 
naifs de traitement antir^troviral . Seule une 
5 connaissance complete des differentes caracteristiques 

phenotypiques du virus peut aider efficacement le 
clinicien a prendre les decisions therapeutiques les 
mieux adaptfees k la situation particuliere de son 
patient. 

10 

Parmi les caracteristiques phenotypiques du 
virus VIH dont I'analyse presente un int6r§t particulier 
du point de vue medical, se trouvent celles liees S 
15 1' expression des genes, susceptibles de subir au moins 

une mutation, situ6s dans les regions GAG, ENV, ou POL du 
g6nome viral, telles que celles ci-dessous enumerees : 

I Tnfpnti vi r.apanitfi re^pl i native e±. 

20 vi nil pnr.fi ■ 

Ces caracteristiques phenotypiques des virus 
VIH peuvent etre liees a la fonction de toutes les 
regions du genome virale, qu'il s'agisse des. parties 
codant pour des prot^ines ou des regions intervenant dans 

25 les diff^rents mecanismes ou Stapes du cycle replicatif 

viral- En particulier il est important d'6valuer I'effet 
produit par les mutations dans le genes codant pour la 
protease, la transcriptase inverse, l'int6grase ou 
I'enveloppe sur la replication des virus et tout 

30 particulierement chez les virus ayant developpe une 

resistance aux agents antiviraux. 



wo 02/38792 PCT/FROl/03512 

4 

Son analyse permet de mesurer la capacite 
replicative d'un virus, aussi appel6e infectivit6 ou 
fitness 

Cette carapt6ristique ph^notypique des virus 
VIH est .li6e ci 1' expression d'une partie de la region POL 
codant pour la transcriptase inverse. 
10 Son analyse permet I'ajustement des 

traitements antir^troviraux par les analogues 
nucleosidiques ou les inhibiteurs de transcriptase 
inverse non nucleosidiques (NNRTI) . 

15 ' III Susceptibilite/Resistance aux inhibiteurs 

d'int^grase. 

Cette caract§ristique ph6notypique des virus 
VIH est li6e a 1' expression d'une partie de la region POL 
codant pour I'integrase. 
20 Son analyse fournit des indications pour 

I'ajustement des traitements antirfetroviraux par les 
inhibiteurs d' int^grases . 

IV, Susceptibilite/Resistance aux inhibiteurs 
25 d' entree du virus dans la cellule cible. 

Cette caract^ristique phenotypique des virus 
VIH est liee a 1' expression de la glycoproteine 
d' enveloppe du VIH et en particulier ^ 1' expression de la 
sous-unite transmembranaire de ladite glycoproteine cod6e 
30 par une partie du gene ENV. 

L' analyse de cette caract6ristique 
phenotypique permet la mise en evidence de 1' action des 
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agents inhibiteurs qui bloquent la fusion de la membrane 
virale avec la membrane de la cellule cible. 

V Susceptibilite/Resistance aux inhibiteurs 
5 ciblant les corecepteurs des virus VIH. 

Cette caract^ristique phenotypique est liee 
. 6galement a 1' expression d' au moins una partie de la 
region ENV des virus VIH qui code pour des polypeptides 
qui se participent k la liaison avec des cor6cepteurs de 
10 la cellule cible, L' interaction enveloppe/cor6cepteur 

permet l'entr6e du virus VIH dans ladite cellule cible. 

Son analyse permet de mesurer la resistance 
des virus VIH a 1' action des inhibiteurs bloquant les 
corecepteurs utilises par le VIH pour effectuer son 
15 entree dans la cellule cible. 

Les agents inhibiteurs interfdrent avec le 
co~r6cepteur en inhibant son interaction avec I'enveloppe 
du VIH. 

En particulier il est important d'fevaluer 
20 I'effet des mutations dans la region ENV qui modifient 

1' interaction de certaines regions de la proteine 
d'enveloppe avec les recepteurs CXCR4 ou CCR5 des 
cellules cible des VIH. 

25 VI Tropisme 

Cette caracteristique phenotypique est aussi 
liee k 1' expression d'au moins une partie de la region 
ENV codant pour des polypeptides de I'enveloppe des virus 
VIH, qui participent k la liaison avec un ou plusieurs 
30 recepteurs de la cellule cible, en particulier avec les 

corecepteurs CXCR4 ou CCR5 

Son analyse permet de mesurer in vivo la 
capacite du virus VIH a utiliser lesdits recepteurs. 
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notamment CXCR4 ou CCR5, qui sont exprim^s de fagon 
differente dans divers types cellulaires et permet de 
savoir si le virus utilise I'un ou 1' autre des 
r§cepteurs, ou les deux. 

Les indications fournies par cette analyse 
permettent de deduire le comportement viral dans certains 
types de cellules, cibles naturelles des VIH. 

VII Virulence. 

Cette caract6ristique phenotypique est aussi 
li6e a 1' expression de tout ou partie de la region ENV 
qui code pour les polypeptides d'enveloppe des virus VIH. 

Son analyse permet d' evaluer le pouvoir 
cytopathogene d'un virus VIH. 

VIII Capacity neutralisante. 

Cette caract6ristique phenotypique est aussi 
li6e S 1' expression des prot6ines d'enveloppe des virus 
VIH. 

Son analyse permet d' 6valuer la 
susceptibility des virus a 1' action inhibitrice des 
anticorps ou des substances naturellement pr6sentes dans 
I'organisme et presentes dans le s6rum ou dans d'autres 
f luides • 

Les premiers tests pour detecter par exemple 
la caracteristique ph6notypique de resistance des virus 
VIH aux traitements antiviraux ont et§ effectu6s en 
utilisant des isolats primaires et des lymphocytes du 
sang periph^rique (PBL) stimulus par de la 
phytoagglutinine (PHA) selon une procedure laborieuse et 
dif f icilement reproductible . Une alternative innovante S 
ces tests, un test de virus recombinant, ci-apres nomme 
RVA, a ete proposee par Kellam et Larder en 1994. 
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Cette m^thode d' analyse RVA, mesurait la 
resistance d'un virus recombinant portant la 
transcriptase inverse isol6 du plasma d'un patient 

5 porteur du virus par co-transf ection des sequences de 

celui-ci dCiment amplifi^es par une reaction de 
polymerisation en chaine (PCR) , avec un clone de virus 
obtenu en laboratoire, lequel est d616t6 de sa 
, transcriptase inverse et est competent pour la 

10 replication dans une vari§t6 de lignees cellulaires bien 

6tablies . 

Plusieurs modifications de cette methode ont 
maintenant ete decrites (Boucher, C, Keulen, W., Bommel, 
T., Nijhuis, M., Jong, D., Jong, M,, SChipper, P. and 

15 , Back, N., K. (1996) « HIV-1 drug susceptibility 
determination by using recombinant viruses generated from 
patient sera tested in a cell-killing assay. 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy" 40(10), 2404-2409) 
(Shi, C. and Mellors, J.W. (1997) ''A recombinant 

20 retroviral system for rapid in vivo analysis of human 

immunodeficiency virus type 1 susceptibility to reverse 
transcriptase inhibitors". Antimicrob Agents Chemother 
41(12), 2781-5) (Hertogs, K., de Bethune, M.P., Miller, 
v., Ivens, T., Schel, P., Van Cauwenberge, A,, Van Den 

25 Eynde, C, Van Gerwen, V., Azijn, H., Van Houtte, M., 

Peeters, F., Staszewski, S., Conant, M., Bloor, S.^ Kemp, 
S., Larder, B. and Pauwels, R. (1998) ''A rapid method for 
simultaneous detection of phenotypic resistance to 
inhibitors of protease and reverse transcriptase in 

30 recombinant human immunodeficiency virus type 1 isolates 

from patients treated with antiretroviral drugs". 
Antimicrob Agents Chemother 42(2), 269-76.) (Hecht, F.M., 
Grant, R.M., Petropoulos, C.J., Dillon, B., Chesney, 
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M.A.., Tian^ H*, Hellmann, N.S,, Bandrapalli, N.I., 
Digilio, L., Branson, B. and Kahn, J.O, (1998) ''Sexual 
transmission of an HIV-1 variant resistant to multiple 
reverse- transcriptase and protease inhibitors". N Engl J 
5 Med 339(5), 307-11) (Medina, D,J., Tung, P.P., Nelson, 

C.J., Sathya, B., Casareale, D. and Strair, R.K. (1998) 
'"Characterization and, use of a recombinant retroviral 
system for the analysis of drug resistant HIV". J Virol 
' Methods 71(2) , 169-76) . 

10 

Cependant, la plupart de ces syst^mes 
recombinants presentent des inconvenients car , comme 
pour la methode utilisant des PBMC, la production d'une 
reserve de particules infectieuses exprimant une 

15 ' caracteristique phenotypique particuliere que I'on 

cherche a detecter et .a mesufer n^cessite une 
amplification du virus par croissance exponentielle des 
cellules lymphocytaires . Le virus est alors soumis ^ des 
derives gen^tiques pendant sa replication et peut perdre 

20 des mutations qui sont essentielles pour 1' expression de 

la caracteristique phenotypique recherch^e modifiant 
ainsi la fiabilite de la mSthode. 

Un autre inconvenient poiir d^celer par 
25 exemple une caracteristique phenotypique de resistance 

qui est present dans les m§thodes d' analyse de I'art 
anterieur provient du fait que la presence simultanee de 
plusieurs mutations susceptibles de conferer une 
resistance vis-a-vis des diff^rents inhibiteurs 
30 retroviraux reduit la capacity replicative du virus. 



Les inventeurs ont developp6 une nouvelle methode 
d' analyse d'une caracteristique phenotypique des virus VIH qui ne 
n^cessite qu'un cycle unique de replication. 
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Cette m^thode ne necessitant qu'un seul cycle 
de replication virale est mise en oeuvre par le choix des 
conditions de culture des virus recombinants obtenues, 

Ces conditions de culture concernent, soit le 
controle du temps de culture, choisi pour empScher la 
replication virale au deli du premier cycle, ce temps de 
culture est compris entre 12 heures a 72 heures, de 
preference de 24 heures k 48 heures. 



Les conditions de culture concernent 
egalement le choix des cellules du premier systdme 
cellulaire, elles' sont choisies de maniere k ce qu'elles 
ne soient pas permissives k 1' infection virale, par 
15 exemple de telles cellules ne possedent pas le r6cepteur 

CD4 n^cessaire a 1' entree du virus VIH dans la cellule. 
Des exemples de telles cellules sont les cellules HeLa ou 
293T. 

20 Enfin, ces conditions de culture concernent 

aussi les virus recombinants construits selon la m6thode 
de 1' invention, qui pr§sentent une deficit en prot6ine 
d'enveloppe- Ces virus, une fois produits dans le premier 
systeme cellulaire, sont de fait incapables de re- 

25 infecter les cellules de ce premier systeme cellulaire. 

Cette ra6thode d' analyse est basee sur la 
construction d'un virus recombinant (RAV) obtenu par co- 
transfection et recombinaison homologue avec : 
30 a) les sequences d'ADN obtenues i partir d'un 

VIH a analyser susceptibles de comprendre des mutations 
susceptibles de modifier la caracteristique ph^notypique 
recherchee, lesdites sequences 6tant extraites d'un 
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milieu biologique tel que le plasma, le s6rum, la salive, 
le sperme ou autres secretions, d'un patient porteur 
dudit virus, 

b) un premier vecteur presentant une deletion 
specifique des sequences permettant la replication du VIH 
ainsi qu'une d616tion de tout ou partie de la s6quence 
conferant au VIH la caract6ristique ph6notypique 
recherchSe et 

c) un deuxieme vecteur, par exemple un 
plasmide, comprenant les sequences compl^tant celles 
necessaires a la replication dudit virus et qui sont 
absentes du premier vecteur. 

La methode developp6e par les inventeurs est 
rapide, elle necessite environ sept jours pour §tre 
r^alisSe et peut dons Stre utilise pour des 
determinations de routine tels que la mesure de la 
susceptibility des patients infect6s par des VIH aux 
inhibiteurs de I'activite virale. 

Ainsi, les inventeurs ont deji decrit dans le 
brevet US 6 103 462 une premiere application de cette 
m6thode d' analyse, bas6e sur la formation d'un virus 
recombinant particulier, pour determiner la 
susceptibility d'un virus VIH a des inhibiteurs de la 
protease. 

Les nouvelles methodes d' analyse mises en 
oeuvre dans le cadre de la presente invention VIH, sont 
basees sur la determination de caracteristiques 
ph6notypiques des virus VIH associees a des mutations 
susceptibles d'etre pr6sentes au moins dans un gene 
choisi parmi le groupe comprenant les genes gag, pel, 
protease, transcriptase inverse, RNAse H, int6grase, vif. 
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VP., tat, rev, vpu, env, net, sequences cis-actives, LIR, 
sequence, de di..risation, sequences requlatrlces de 
I'Splssage, RRE au moyen d. virus reccnbinants ad-hoc. 

5 ■ ■ L-mventiin concerne done une mSthode 

d' analyse d'une caract4rlstlque pMnotypique de, virus 
VIH presents dans un 6chantillbn biolo,lque d'un patient, 
ladite caractiristlque ph^notypique resultant d'une' ou 
. piusieurs stations du g^no^e viral susceptibles 
a-influencer 1- infection virale, ' caraot.rls.e en ce 

qu'elle comprend : 

a) 1' extraction des acides nucl6iques 

contenus dans un echantillon biologique, 

b) au moins une amplification par PGR d un 
,S , segment des acides nucUiques de I'.tape (a), chacune 

avec une paire d' amorces encadrant une sequence d ac.de 
nucUique du genome viral susceptible de porter au moxns 

une mutation, 

c) la preparation d'un vecteur comprenant les 

parties d'un genome d'un virus VIH n.cessaires .la 
replication virale . 1' exception du segment amplxfx^ a 
retape (b) et 6ventuellement . 1' exception du g^ne 
codant pour la prot6ine d'enveloppe, 

d) la transfection d'un- premier bote 

25 cellulaire avec : 

- les acides nucleiques obtenus h 1 6tape 

(b), 

- le vecteur prepare . I'etape (c), 

- eventuellement un second vecteur comprenant 
30 un gene codant pour une proteine d' enveloppe si le g^ne 

d'enveloppe est delete du vecteur prepare a I'etape (c) , 
pour obtenir par recombinaison homologue un 

virus chimerique. 
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e) la culture dudit premier h6te cellulaire 
dans des conditions permettant de produire des particules 
virales au cours d'un seul cycle de replication, 

f) 1' infection par les particules virales 
obtenues k I'etape (e) d'au moins un second hote 
cellulaire susceptible d'etre infects par un virus VIH ou 
un virus pseudotyp6 VIH et comportant eventuellement un 
gene marqueur activable uniquement d la suite de 
1' infection virale, et 

g) la detection et/ou la quantification du 
marqueur exprim6 a I'etape (f) afin de mettre en evidence 
au moins une caracteristique phenotypique des virus VIH. 
presents dans 1' echantillon biologique. 

Plus particulierement, 1' amplification par 
PGR de I'etape (b) est realisee avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d' acide nucl6ique comprenant tout 
ou partie d'une region du g6nome virale choisie parmi: 
gag, pol, protease, transcriptase inverse, RNAse H, 
int6grase, vif, vpr, tat, rev, vpu, env, nef, sequences 
cis-actives, LTR, sequences de dimerisation, sequences 
regulatrices de I'epissage ou 1' Element de r6ponse de Rev 
(RRE) • 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier de 
la methode d' analyse de 1' invention, 1' amplification par 
PGR de I'etape (b) est realisee avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d' acide nucleique codant pour une 
partie de la proteine gag du virus de 1' immunod6f icience 
humain et une sequence d' acide nucl6ique codant pour la 
protease, susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gdne codant pour la protease et, en ce que le 
vecteur de I'etape (c) est construit a partir d'un genome 
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d'un virus VIH ovi tout ou partie du gene cpdant pour la 
protease est del6t6. 

Avantaqeusement, 1' amplification de I'etape 
(b) selon la iti6thode d' analyse de 1' invention, d'une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le g^ne codant pour la protease est 
effectuee avec une paire d' amorces ayant une taille 
. comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant les 
sequences Fit A - : (5' TCA CCT AGA ACT TTA AAT GC 3') 
(SEQ ID NO : 1) et Pro A- : (5' GGC AAA TAC TGG AGT ATT 
GTA TG3' 3') (SEQ ID No : 2), ou constitues par des 
fragments de celles-ci, ou encore des , sequences analogues 
de celles-ci portant des mutations d'un ou plusieurs 
nucleotides qui ne modifient pas de maniere essentielle 
leur capacity S hybrider la region du g^ne de la protease 
portant la ou les mutations, suivie d'une deuxieme 
amplification avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucUotides, comprenant les 
sequences : Fit B : (5' AGA ACT TTA AAT GCA TGG GT 3') 
(SEQ ID NO : 3) et Pro B- : (5' GGA GTA TTG TAT GGA TTT 
TCA GG 3') (SEQ ID No : 4), ou const itufes par des 
fragments de celles-ci, ou encore des sequences analogues 
de celles-ci portant des mutations d'un ou plusieurs 
nucleotides qui ne modifient pas de manifere essentielle 
leur capacite k hybrider la region du gfene de la protease 
portant la ou les mutations 

Tout preferentiellement, 1' amplification de 
I'etape (b) selon la methode d' analyse de 1' invention, 
d'une sequence d'acide nucieique susceptible de porter au 
moins une mutation dans le gene codant pour la protease 
est effectuee avec une paire d' amorces : 



30 
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Fit A - : (5' TCA CCT AGA ACT TTA AAT GC 3') 
(SEQ ID No : 1) et 

Pro A- : (5' GGC AAA TAG TGG AGT ATT GTA TG3 ' 
3') (SEQ IP No : 2) , 
5 suivie d'une deuxieme amplification avec une 

paire d' amorces : 

Fit B : (.5' AGA ACT TTA AAT GCA TGG GT 3' ) 
(SEQ ID No : 3) et 

Pro B- : (5' GGA GTA TTG TAT GGA TTT TCA GG 
10 3' ) (SEQ ID No : 4) , 

pour obtenir un segment d'ADN de 1488 paires 
de bases, s'etendant entre les residue 1237 et 2725 
inclus, et le vecteur de I'etape (c) est un vecteur 
retroviral d61et6 de la region du cadre de lecture pol 
15 * codant pour la protease du VIH-1 s'etendant des residus 
1505 a 2565 inclus, delete de la region d'enveloppe et 
comportant un site unique de restriction Mlul. 

Selon un deuxieme mode de mise en oeuvre 
20 particulier de la methode d' analyse de 1' invention, 

1' amplification par PCR de l'6tape (b) de la methode 
d' analyse selon 1' invention est realis6e avec une paire 
d' amorces encadrant une sequence d'acide nucleique 
susceptible de porter au moins une mutation dans le gene 
25 codant pour la transcriptase inverse, et la transfection 

de I'etape (c) est realisee avec un premier vecteur 
construit a partir d'un g6nome d'un virus VIH ou tout ou 
partie du gene codant pour la transcriptase inverse est 
delete. 

30 

Avantageusement, 1' amplification de l'6tape 
(b) selon la methode d' analyse de 1' invention, avec une 
paire d' amorces encadrant une sequence d'acide nucleique 
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susceptible de porter au moins une mutation dans le gene 
codant pour la transcriptase inverse est effectuee avec 
une paire d' amorces ayant une taille comprise entre 10 et 
50 oligonucleotides, comprenant les sequences MJ3 (5' AGT 
5 AGG ACC TAG ACC TGT CA 3') (SEQ ID No : 5) et RT-EXT (5' 

TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (SEQ ID No : 6), ou 
constitu6s par des fragments de celles-ci, ou encore des 
sequences analogues de celles-ci portant des mutations 
d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient pas de 
10 mani^re essentielle leur capacity a hybrider la region du 

gene de la transcriptase portant au moins une mutation, 
suivie d'une deuxieme etape d' amplification avec une 
paire d' amorces comprenant les sequences : A35 (5' TTG 
GTT GCA TAA ATT TTC CCA TTA GTC CTA TT 3' ) (SEQ ID No : 
15 7) et RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (SEQ ID 

NO : 8) ou constitu6s par des fragments de celles-ci, ou 
encore des sequences analogues de celles-ci portant des 
mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacity a hybrider la 
20 region du gene de la transcriptase inverse portant au 

moins une mutation. 

Tout preferentiellement, 1' amplification de 
I'etape (b) selon la methode d' analyse de 1' invention, 
25 avec une paire d' amorces encadrant une sequence d' acide 

nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le g^ne codant pour la transcriptase inverse est 
effectuee avec une paire d' amorces : 

MJ3 (5' AGT AGG ACC TAC ACC TGT CA 3' ) (SEQ 

30 ID No : 5) et 

RT-EXT (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') 

(SEQ ID No : 6) , 
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suivie d'une deuxi^me etape d' amplification 
avec une paire d' amorces : 

A3 5 (5' TTG GTT GCA TAA ATT TTC CCA TTA GTC 
CTA TT 3') (SEQ ID No : 7) et 
5 RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3' ) (SEQ 

ID No : 8) 

pour obtenir un segment d'ADN de 1530 paires 
de bases s'etendant au-delA du codon 93 de la r6gion 
codant pour la protease et au-del^ du codon 503 de la 
10 region codant pour la polymerase (POL) et le vecteur de 

1' etape (c) est un vecteur retroviral del6te de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la transcriptase 
inverse du VIH-1, s'etendant des r6sidus 2618 a 2872 
inclus, et comportant un site unique de restriction Mlul. 

15 

Selon un troisieme mode de mise en oeuvre, 
1' invention a 6galement pour objet une m§thode d' analyse 
selon laquelle 1' amplification de l'6tape (b) est 
effectuee avec une paire d' amorces encadrant une sequence 

20 d'acide nucl6ique codant pour une partie de la prot6ine 

gag, pour la protease et pour une partie de la 
transcriptase inverse du virus de 1' immunodef icience 
huraaine susceptible de porter au raoins une mutation dans 
la sequence d' acide nucleique codant pour la prot6ine 

25 gsg^ ou pour la protease ou pour la transcriptase 

inverse. 

Tout pr6f6rentiellement 1' amplification de 
I'^tape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
30 sequence d' acide nucleique codant pour une partie de la 

prot6ine gag, pour la protease et pour une partie de la 
transcriptase inverse du virus de 1' immunodef icience 
humaine susceptible de porter au moins une mutation dans 
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la, sequence d'acide nucl^sique codant pour la prot6ine 
gag/ ou pour la protease ou pour la transcriptase inverse 
est effectuee avec la paire d' amorces : 

gag+1 (5' AGGGGCAAATGGTACATCA 3') (SEQ ID 

No : 31) e"t 

RT-EX (SEQ ID n' 6), 

suivie d'une deuxieme etape d'amplif ication 
avec une paire d' amorces : 

Fit B+ (SEQ ID No :. 1) et 
RT-IN (SEQ ID No : 8) 

pour obtenir un segment d'ADN de 2825 paires 
de bases, s'etendant entre les residus 1237 et 4062 et la 
transfection de 1' etape (c) est realis6e avec un vecteur 
retroviral d61et6 d'une partie du g^ne gag et des regions 
15 , du cadre de lecture pol codant pour la protease et une 
partie de la transcriptase inverse du VIH-1 s'6tendant 
des r6sidus 1507 i 3870 inclus, d61§t6 dans la region 
d'enveloppe et comportant un site unique de restriction 
Nrul. 

20 

Avantageusement, le virus resultant de la 
transfection mentionnee ci-dessus peut etre utilise pour 
determiner la capacity infective ou replicative du virus 
pr6&sentant des mutations dans la transcriptase inverse 

25 et/ou la protease. La quantification des particules 

virales selon cette derni^re methode d' analyse es 
accomplie par la mesure de I'antigene p24. II est a 
signaler qu'une mfethode d' analyse similaire ne peut en 
aucun cas §tre effectu6e en utilisant un vecteur d61et6 

30 simplement de la sequence de la transcriptase inverse 

puisque ces virus recombinants non-viables peuvent encore 
produire I'antigene p24. En construisant un virus 
recombinant pr6sentant une deletion additionnelle de la 
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region correspondante a la' protease, seulement les virus 
correctement recombines produisent I'antigene p24 et 
permettent ainsi une mesure sure et fiable des particules 
virales .prpduites. 

5 

L' invention concerne egalement une m^thode 
d' analyse pour determiner la susceptibility d' un virus 
VIH k un compose inhibiteur de la transcriptase inverse, 
consistant k ajouter ou ndn ledit compose inhibiteur de 

10 la transcriptase inverse, eventuellement ci des 

concentrations diff6rentes, au deuxieme hote cellulaire, 
pr6alablement a 1' infection de celui-ci par les 
particules virales obtenues a I'etape (e), et comprenant 
a I'etape (g) la comparaison de 1' expression du gene 

15 ' marqueur avec et sans compose inhibiteur de la 
transcriptase inverse 

' Selon un troisieme mode de mise en oeuvre 
particulier de la m6thode d' analyse de 1' invention, 

20 1' amplification par PGR de I'etape (b) est realisee avec 

une paire d' amorces encadrant une sequence d' acide 
nucieique suisceptible de porter au moins une mutation 
dans le gSne codant pour I'integrase, et le vecteur de 
I'etape {c ) est un vecteur retroviral delete de tout ou 

25 partie du gene codant pour l'int6grase. 

Avantageusement , 1' amplification de I'etape 
(b) selon la methode d' analyse de 1' invention avec une 
paire d' amorces encadrant une sequence d' acide nucieique 
30 susceptible de porter au moins une mutation dans le gene 

codant pour I'integrase est effectuee avec la paire 
d' amorces ayant une taille comprise entre 10 et 50 
oligonucleotides, comprenant les sequences :INT B+ 
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10 



15 



20 



30 



5'GTTACTAATAGAGGAAGACAAA3' (SEQ ID No: 9) et INT B- 
5'TTTTGGTGTTATTAATGCT3' (SEQ ID No: 10), ou encore des 
sequences analogues de celles-ci portant des mutations 
d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient pas de 
mani^re essentielle leur capacity d hybrider la region du 
g§ne de 1' int6grase portant au moins une mutation, suivie 
d'une deuxieme 6tape d' amplification, avec la paire 
d' amorces : INT V+ 5 ' CACCCTAACTGACACAACAA3 ' (SEQ ID No: 
11) et INT V- 5' AAGGCCTTTCTTATAGCAGA3' (SEQ ID No: 12), 
ou encore des sequences analogues de celles-ci portant 
des mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne 
modifient pas de maniere essentielle leur capacity k 
hybrider la r^gibn du gene de I'int^grase portant au 
moins une mutation . 



Tout pr6f6rentiellement, 1' amplification de 
I'etape (b) selon la mfethode d' analyse de 1' invention 
avec une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 
nucl6ique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le g6ne codant pour l'int§grase est effectu6e avec 

la paire d' amorces : 

INT B+ -5'GTTACTAATAGAGGAAGACAAA3' (SEQ ID 

No: 9) et 

INT B- 5'TTTTGGTGTTATTAATGCT3' (SEQ ID No: 

25 10), 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 

avec la paire d' amorces : 

INT V+ 5'CACCCTAACTGACACAACAA3' (SEQ ID No: 



11) et 

12) , 



INT V- 5' AAGGCCTTTCTTATAGCAGA3' (SEQ ID No: 



pour obtenir un fragment d'ADN de 1460 paires 
de bases s'6tendant des r6sidus 3950 ^ 5410 inclus et le 
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vecteur de l'6tape (c) est un vecteur retroviral cl61et6 

de toute la region du cadre de lecture pol codant pour 

I'integrase du VIH-1 s'etendant des residus 4228 a 5093 

inclus et de la region codant pour I'enveloppe virale 

5 entre les positions 6343 et 7611 incluses. 

L' invention concerne egalement une mfethode 
d' analyse pour determiner la susceptibilit6 d'un virus 
VIH a un compos6 inhibiteur de' 1' int6grase, consistant a 
10 ajouter ou non ledit compose inhibiteur de I'integrase^ 

eventuellement a des concentrations differentes, durant 
I'etape (e) , avant I'etape (f ) et comprenant a I'^tape 
(g) la comparaison de 1' expression du gene marqueur avec 
et sans compose inhibiteur de I'integrase. 

Selon un quatrieme mode particulier de mise 
en oeuvre de la m^thode d' analyse de 1' invention 
1' amplification par PGR de l'6tape (b) est r6alis6e avec 
une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 

20 nucl6ique susceptible de porter au moins une mutation 

dans le gdne codant pour la prot6ine d'enveloppe, et le 
vecteur de l'6tape (c) est un vecteur retroviral 
construit ^ partir d'un g6nome d'un virus VIH ou tout ou 
partie du gene codant pour la protfeine d'enveloppe est 

25 delete. 

Pref 6rentiellement le vecteur de I'etape (c) 
est un vecteur retroviral delete de toute la region 
codant pour la portion extracellulaire de la sous-unit6 
gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'etendant des rfesidus 7745 
30 h 8263 incluS/ de la region du g6nome VIH-1 constitutrice 

de l'61ement de r6ponse ^ Rev (RRE) - 
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[) 



Avantageusement, 1' amplification de l'6tape 
(b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucUique susceptible de porter au moins une 
mutation dans le gene codant pour la prot^ine d' enveloppe 
est effectuee avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucUotides, comprenant soit 
les sequences :FIN-A : 5' TCAAATATTACAGGGCTGCT3' (SEQ ID 
NO- 13) et FIN-B : 5' TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 
ui, soit les sequences FuA ; 5 ' AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3 ' 
(SEQ ID no: 23) et FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 • 
(SEQ ID no: 24) ou constitu^s par des fragments de 
celles-ci ou encore par des sequences analogues de 
celles-ci portant des mutations d'un ou plusieurs 
nucleotides qui ne modifient pas de maniere essentielle 
leur capacity i hybrider la region du gene de 1' enveloppe 
portant au moins une mutation suivie d' une deuxieme etape 
d' amplification, effectuee avec une paire d' amorces ayant 
une taille comprise entre 10 et 50 oligonucUotides, 
comprenant soit les sequences : FIN-C : 

5'CTATTAACAAGAGATGGTGG3' (SEQ ID No: 15) et FIN-D: 
5'TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 16), soit les 
sequences FuC : 5 ' ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3' (SEQ ID No: 
25), utilis6e en combinaison avec un melange de deux 
sequences suivantes: F^Dl = 

5.TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID No: 26) et FuD2 : 
5.TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID No: 27) ou 
constitu^s par des fragments de celles-ci, ou encore par 
des sequences analogues de celles-ci portant des 
mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite a hybrider la 
region du g^ne de 1' enveloppe portant au moins une 
mutation 
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Tout pr6f 6rentiellement/ 1' amplification de 
I'etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le gene codant pour la proteine 
d'enveloppe est effectuee avec une paire d' amorces : 

FIN-A : 5'TCAAATATTACAGGGCTGCT3' (SEQ ID No: 

13) et 

FIN-B : 'S'TAGCTGAAGAGGCACAGGS' (SEQ ID No: 

14) suivie d'une deuxi^me 6tape d' amplification, 
effectu6e avec la paire d' amorces : 

FIN-C : S'CTATTAACAAGAGATGGTGGS' (SEQ ID No: 

15) et 

FIN-D : 5'TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 

16) , 

pour obtenir un segment d'ADN de 965 paires 
de bases s'6tendant des r6sidus 7553 k 8517 inclus et le 
vecteur de l'6tape (c) est un vecteur retroviral d616t6 
de toute la region codant pour la portion extracellulaire 
de la sous-unit6 gp41 de I'enveloppe du VIH-1, . s' 6tendant 
des residus 7745 a 8263 inclus, et comporte un site de 
restriction unique Mull, 

Tout pr6f erentiellement, la methode d' analyse 
selon 1' invention permet 1' amplification de sequences de 
la region d'enveloppe de virus VIH quel que soit leur 
sous-type et en particulier des virus des sous-types 
A,B,C,D et E), en utilisant pour 1' amplification de 
1' 6tape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le gene codant pour la prot6ine 
d'enveloppe est effectu6e avec une paire d' amorces : 

FuA : 5' AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3* (SEQ ID No: 

23) et 
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10 



FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID 

No: 24) 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 

ef f ectu6e avec 1' amorce : 

' FuC : 5'ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3' (SEQ ID 



No: 25) 

No: 26) 
No: 27) 



et un melange des amorces suivantes : 

FuDl :5'TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' {SEQ ID 

FuD2 :5'TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID 



ledit mfelange etant preferentiellement 
effectu6 dans un rapport compris entre (10% :90%) et 
(90% :10%) et tout pr6f 6rentiellement entre (60% :40%) et 
15 . (40% :60%), 

pour obtenir un segment d'ADN de 805 paires 
de bases s'6tendant des r6sidus 7635 k 8440 inclus et le 
vecteur de l'§tape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region codant pour la portion extracellulaire 
20 de la sous-unit6 gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'6tendant 

des rfesidus 7745 k 8263 inclus, et comporte un site de 
restriction unique Mull. 

Avantageusement, 1' amplification de l'6tape 
25 (b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 

d'acide nucleique susceptible de porter au moins une 
mutation dans le gene codant pour la prot^ine d' enveloppe 
est effectufee avec une paire d' amorces ayant une taille 
comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant les 
30 sequences : NEU-A : 5' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 

ID No: 17) et FIN-B : 5' TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 
14) ou FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 24) 
OU constitu6s par des fragments de celles-ci, ou encore 
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par . des sequences analogues de celles-ci- portant des 
mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite a hybrider la 
rfegion .du., gene de I'enveloppe portant au moins une 

5 mutation, suivie d'une deuxieme 6tape d' amplification, 

avec la paire d' amorces ayant une taille comprise entre 
10 et 50 oligonucleotides, comprenant les sequences : 
NEU-C : 5'GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID No: 18) et 
' FIN-D : 5'TCCACCTTCTTCTTCGATT3V (SEQ ID No: 16) ou un 

10 melange des sequences suivantes : 

FuDl :5'TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID No: 26) et 
FuD2 :5'TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID No: 27), ou 
constitues par des fragments de celles-ci, ou encore par 
des sequences analogues de celles-ci portant des 

15 ' mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacitfe S hybrider la 
region du gene de I'enveloppe portant au moins une 
mutation. 

Tout pref^rentiellement, 1' amplification de 
I'^tape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d'acide nucl6ique susceptible de porter au moins 
une mutation dans le g6ne codant pour la prot6ine 
d' enveloppe est effectuee avec une paire d' amorces : 

NEU-A : 5'TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 
ID No: 17) et 

FIN-B : 5'TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 
14), suivie d'une deuxieme etape d' amplification, avec la 
paire d' amorces: 

NEU-C : 5'GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID 

No: 18) et 

FIN-D : 5'TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 

16), 
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pour obtenir un fragment d'ADN compris entre 
2106 et 2320 paires de bases s'6tendant des residus 6197- 
6222 jusqu'aux residus 6197-6222 inclus et le vecteur de 
I'etape (c) est un vecteur retroviral delete de toute la 
5 region codant pour la majorite de la sous-unite gpl20 et 

de la portion extracellulaire de la gp41 de I'enveloppe 
. du VIH-1, s'6tendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 
comporte un site de restriction unique Mull. 

10 Tout preferentiellement, 1' amplification de 

I'etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d' acide nucleique susceptible de porter au moins 
une mutation darts le gene codant pour la prot6ine 
d' enveloppe est effectuee avec une paire d' amorces : 

15 NEU-A : 5' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 

ID No: 17) et 

FuB : 5* GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 • (SEQ ID 
No: 24), suivie d'une deuxidme etape d' amplification, 
avec les amorces: 
20 NEU-C : 5' GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID 

No: 18) et un melange des amorces suivantes 

FuDl : 5 • TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' ( SEQ ID 

No: 26) et 

FuD2 :5'TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3* (SEQ ID 

25 No: 27), 

ledit melange etant preferentiellement 
effectue dans un rapport compris entre (10% :90%) et 
(90% :10%) et tout preferentiellement entre (60% :40%) et 
(40% :60%), 

30 pour obtenir un fragment d'ADN de 2118 paires 

de bases s'etendant des residus 6322 a 8440 inclus et le 
vecteur de l'6tape (c) est un vecteur retroviral d616t6 
de toute la region codant pour la majorit6 de la sous- 
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unit6 gpl20 et de la portion extracellulaire de la gp.41 
de I'enveloppe du VIH-1, s'etendant des r^sidus 6480 
8263 inclus, et comporte un site de restriction unique 
Mull- 

5 

Avantageusement, 1' amplification de I'etape 
• (b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d' acide nucl6ique susceptible de porter au moins une 
mutation dans le g6ne codant pour la prot6ine d' enveloppe 

10 est effectu6e avec une paire d' amorces ayant une taille 

comprise entre 10 et 50 oligonucleotides, comprenant les 
sequences : EGG : 5' TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA3' (SEQ. 
ID No: 19) et ES8B : 5' CACTTCTCCAATTGTCCCTCA3' (SEQ ID 
No: 20), ou constitues par des fragments de celles-ci, ou 

15 encore par des sequences analogues de celles-ci portant 

des mutations, d' un ou plusieurs nucleotides qui ne 
modifient pas de mani^re essentielle leur capacity k 
hybrider la region du gene de 1' enveloppe portant au 
moins une mutation, suivie d'une deuxieme etape 

20 d' amplification, avec une paire d' amorces ayant une 

taille comprise entre 10 et 50 oligonucleotides 
comprenant les sequences : E20: 

5'GGGCCACACATGCCTGTGTACCCACAG3' (SEQ ID No: 21) et E115 : 
5' AGAAAAATTCCCCTCCACAATTAA3' (SEQ ID No: 22), ou encore 

25 par des sequences analogues de celles-ci portant des 

mutations d'un ou plusieurs nucleotides qui ne modifient 
pas de maniere essentielle leur capacite ^ hybrider la 
region du g6ne de la protease portant au moins une 
mutation. 

30 

Tout pref 6rentiellement, 1' amplification de 
l'6tape (b) avec une paire d' amorces encadrant une 
sequence d' acide nucl6ique susceptible de porter au moins 
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une mutation dans le g6ne codant pour la prot6ine 
d'enveloppe est effectu6e avec une paire d' amorces : 

EOO : 5'TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA3' (SEQ 

ID No: 19) et 

5 " ES8B : 5' CACTTCTCCAATTGTCCCTCA3' (SEQ ID No: 
20), 

suivie d'une deuxi'^me 6tape d' amplification, 

avec la paire d' amorces: 

E20: 5'GGGCCACACATGCCTGTGTACCCACAG3' (SEQ ID 

10 No: 21) et 

E115 : 5' AGAAAAATTCCCCTCCACAATTAA3' (SEQ ID 

No: 22), 

pour obtenir un segment d'ADN de 938 paires 
de bases s'etendant des r^sidus 6426 h 7364 inclus et le 
15 . vecteur de 1' 6tape (c) est un vecteur retroviral d616te 
de la region, codant pour les domaines allant de la 
boucle VI k la boucle V3 de I'enveloppe du VIH-1 
s'6tendant de 6617 & 7250 inclus et comporte un site de 
restriction unique Nhel. 
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L' invention concerne 6galement une m6thode 
d' analyse pour determiner la susceptibility d'un virus 
VIH a un compost inhibiteur de fusion ciblant la proteine 
gp41 du VIH-1, consistant k effectuer 1' amplification de 
I'^tape (b) soit avec la paire d' amorces SEQ ID No : 13 , 
SEQ ID No : 14 suivie d'une deuxieme amplification avec 
la paire d' amorces SEQ ID No : 15 SEQ ID No : 16, soit 
avec la paire d' amorces SEQ ID No : 17 SEQ ID No : 18 
suivie d'une deuxifeme amplification avec la paire 
d' amorces SEQ ID No : 18 , SEQ ID No : 16, k ajouter ou 
non ledit compose inhibiteur de fusion, §ventuellement k 
des concentrations differentes, durant la culture de 
I'hdte cellulaire obtenu k l'6tape (e) , avant l'6tape (f) 
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et comprenant a I'^tape (g) la comparaison de 
1' expression du gene marqueur avec et sans compost 
inhibiteur de fusion ciblant la gp41 du VIH-1. 

5 L' invention concerne egalement une methode 

d' analyse pour determiner la susceptibility d'un virus 
VIH a un compos6 inhibiteur d' entree dudit virus VIH dans 
une cellule cible, consistant a effectuer 1' amplification 
de l'6tape (b) avec la paire d' amorces SEQ ID No : 17 et 

10 SEQ ID No : 18 suivie d'une deuxieme amplification avec 

la paire d' amorces SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 16, ^ 
ajouter ou non ledit compose inhibiteur d' entree, 
eventuellement a des concentrations diff^rentes, a I'hote 
cellulaire obtenu a I'etape (e) avant 1' infection de 

15 l'6tape (f) et comprenant a I'etape (g) la comparaison de 

1' expression du gene marqueur avec et sans compost 
inhibiteur d' entree. 

L' invention concerne egalement une mfethode 
20 d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 

VIH i 1' action inhibitrice des anticorps, consistant a 
effectuer 1' amplification de I'etape (b) avec la paire 
d' amorces SEQ ID No : 17 SEQ ID No : 18 suivie d'une 
deuxidme amplification avec la paire d' amorces SEQ ID 
25 No : 18 / SEQ ID No : 16, ^ ajouter ou non lesdits 

anticorps durant l'§tape (e) de. culture, eventuellement a 
des concentrations differentes et comprenant k I'etape 
(g) la comparaison de 1' expression du gene marqueur avec 
et sans anticorps. 

30 

L' invention concerne egalement une methode 
d' analyse pour determiner le tropisme d'un virus VIH pour 
un r6cepteur cellulaire, consistant a effectuer 
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1' amplification de I'^tape (b) avec la paire d' amorces 
SEQ ID No : 17 SEQ ID No : 18 suivie d'une deuxieme 
amplification avec la paire d' amorces SEQ ID No : 18 , 
SEQ ID No : 16, k effectuer 1' infection de l'§tape (f) 
avec les particules virales obtenues k I'^tape (e) sur 
deux hdtes cellulaires distincts et comprenant k I'^tape 
(g) la comparaison de l' expression du gkne marqueur par 
chacun des deux hdtes cellulaires distincts. 

Avantageusement les h6tes cellulaires 
utilises pour 1' infection de l'6tape (f) selon la m^thode 
d' analyse de 1' invention sent choisis parmi des botes 
cellulaires exprimant le r6cepteur CCR5 ou le recepteur 
CXCR4 . 

L' invention concerne igalement une m6thode 
d' analyse pour determiner la susceptibility d'un virus 
VIH a un compost inhibiteur ciblant les cor6cepteurs du 
VIH-1, consistant a effectuer 1' amplification de l'6tape 
(b) avec la paire d' amorces SEQ ID No : 17 SEQ ID No : 18 
suivie d'une deuxieme amplification avec la paire 
d' amorces SEQ ID No : 18 , SEQ ID No : 16, k ajouter ou 
non ledit compose inhibiteur ciblant les corecepteurs du 
VIH-1, eventuellement a des concentrations diff6rentes, 
durant l'6tape (e) de culture, 1' infection de I'etape (f) 
etant effectu6e sur deux hdtes cellulaires distincts et 
comprenant a I'fetape (g) la comparaison de 1' expression 
du g^ne marqueur par chacun des deux hotes cellulaires 
distincts. 

L' invention concerne egalement une mfethode 
d' analyse pour determiner le tropisme d'un virus VIH pour 
un recepteur cellulaire, consistant k effectuer 
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1' amplification de I'^tape (b) avec la paire d' amorces 
SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 20, suivie d'une deuxieme 
amplification avec la paire d' amorces SEQ ID No : 21 et 
SEQ ID .No. : 22, a infecter a I'etape (f) deux botes 
5 cellulaires distincts avec les particules virales 

obtenues k l'6tape (e) et comprenant k l'6tape (g) la 
comparaison de 1' expression du g§ne marqueur par chacun 
des deux botes cellulaires distincts. 

10 L' invention concerne egalement une m6thode 

d' analyse pour determiner la susceptibilite d'un virus 
VIH a' un compose inbibiteur ciblant les corecepteurs du 
VIH-1, consistant a effectuer 1' amplification de I'etape 
(b) avec la paire d' amorces SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 

15 ' 20 suivie d'une deuxieme amplification avec la paire 
d' amorces SEQ ID No : 21 et SEQ ID No : 22, a ajouter ou 
non ledit compos6 inbibiteur ciblant les corecepteurs du 
VIH-1, 6ventuellement k des concentrations diff^rentes, 
durant la culture de I'etape (d) , a effectuer 1' infection 

20 de I'^tajpe (f) avec les particules virales obtenues k 

l'6tape (e) sur deux bdtes cellulaires distincts et k 
comparer a I'fetape (g) 1' expression du gene marqueur par 
cbacun des deux hdtes cellulaires distincts. 

25 L' invention concerne egalement une m6tbode 

d' analyse pour determiner 1' inf ectivite ou la capacite 
r^plicative d'un virus VIH consistant a comparer a 
l'6tape (g) 1' expression du g^ne marqueur par le second 
hdte cellulaire inf ecte avec les particules virales 

30 obtenues en appliquant les etapes (a) a (f) a un 

6chantillon biologique d'un patient, et 1' expression du 
g6ne marqueur par le meme second b6te cellulaire infect§ 
avec des particules virales de reference obtenues en 
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appliquant les etapes (a) a (f) a un §chantillon 
contenant un virus de reference, 

Avantageusement les particules virales de 
r6f6rence issues d'un virus de reference sont des 
particules virales obtenues par 1' application des 6tapes 
(a) a (f) ^ un 6chantillon biologique du merae patient k 
un stade prfealable du traitement th6rapeutique ou avant 
celui-ci . 

L' invention concerne §galement une m6thode 
d' analyse pour determiner la virulence d'un virus VIH, 
consistant k effectuer 1' amplification de I'etape (b) 
soit avec la paire d' amorces SEQ ID No : 13 , SEQ ID No : 
14 suivie d'une deuxi^me amplification avec la paire 
d' amorces SEQ ID No : 15 SEQ ID No : 16, soit avec la 
paire d' amorces SEQ ID No : 17 SEQ ID No : 18 suivie 
d'une deuxi^me amplification avec la paire d' amorces SEQ 
ID No : 18 , SEQ ID No : 16, et A mesurer, lors de 
1' infection de l'6tape (f), 1' effect cytopathog^ne 
produit sur le second hdte cellulaire. 

Avantageusement I'effet cytopathogene produit 
lors de 1' infection de l'6tape (f) sur le second h6te 
cellulaire est mesur^ au moyen des techniques de 
cytotoxicite telles que la mesure de 1' induction de 
syncytia, de 1' induction de I'apoptose ou par cytom^trie 
de flux. 

L' invention concerne 6galement une m6thode 
d' analyse pour determiner la susceptibility d'un virus 
VIH k l'hydroxyur6e, consistant ii ajouter ou non de 
1' hydroxyuree, eventuellement ^ des concentrations 
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dif f^rentes, soit durant I'etape (e) de culture, soit au 

deuxieme bote cellulaire et a effectuer a I'etape (g) la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 
hydroxyuree. 

De maniere pr6f6rentielle, la dur6e de 
l'6tape de culture (e) selon la methode de 1' invention 
est comprise entre 12 et 72 heures^ tout 
pref erentiellement elle est comprise entre 24 et 48 
heures, 

L' invention a egalement pour objet un kit 
pour la mise en oeuvre d'une methode d' analyse d' une 
caracteristique ph6notypique des virus VIH presents dans 
un echantillon biologique d'un patient caract6rise en ce 
qu'il comprend : 

i) une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique du genome viral susceptible de porter 
au moins une mutation, 

ii) un vecteur comprenant les parties d' un 
genome d'un virus VIH necessaires ^ la replication virale 
a 1' exception du segment amplifie avec les amorces 
d6f inies en (i) et du gene codant pour la prot6ine 
d'enveloppe, 

iii) un second vecteur comprenant un g^ne 
codant pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement ^ la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et r6actifs necessaires pour 
r6aliser 1' amplification par PGR, 
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vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprim^. 

Avantageusement, le kit selon 1' invention 

5 comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 1 et'SEQ ID No : 2 

- SEQ ID No : 3 et* SEQ ID No : 4 

ii) un vecteur retroviral d616t6 de la r6gion 
to du cadre de lecture pol codant pour la prot6ase du VIH-1 

s'etendant des residus 1505 a 2565 inclus, d616t6 de la 
region d'enveloppe et comportant un site unique de 

restriction Mlul, 

iii) un virus pseudotype avec un gene codant 

15 . pour une prot6ine d'enveloppe. 

iv) un premier h6te cellulaire susceptible 

d'etre infect6 par un virus VIH, 

V) un second bote cellulaire susceptible 
d'§tre infects par un virus VIH et comportant un g6ne 
20 marqueur . activable uniquement a la suite de 1' infection 

virale/ 

vi) les produits et reactifs n6cessaires pour 
r6aliser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
25 detection du marqueur exprim6. 

Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 
30 - SEQ ID No : 5 et SEQ ID No : 7 

- SEQ ID No : 6 et SEQ ID No : 8 

ii) un vecteur retroviral delete de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la transcriptase 
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inverse du VIH-1, s'6tendant des r^sidus • 2618 it 2872 
inclus, et comportant un site unique de restriction Mlul, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une pj:ot6ine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infect6 par un virus VIH, 

V) un sepond h6te cellulaire susceptible 
d'etre infect^ par un virus VIH et comportant un g6ne 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 9 et SEQ ID No : 10 

- SEQ ID No : 11 et SEQ ID No : 12 

ii) un vecteur retroviral delet6 de toute la 
region du cadre de lecture pol codant pour I'int^grase du 
VIH-1 s'6tendant des residus 4228 A 5093 inclus et de la 
region codant pour I'enveloppe virale entre les positions 
6343 et 7611 incluses, 

iii) un virus pseudotype par un g6ne codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH^ 

v) un second h6te cellulaire susceptible 
d'etre infects par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement S la suite de 1' infection 
virale, 
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vi) les produits et r^actifs n§cessaires pour 
r^aliser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 



Avantageusement le kit selon 1' invention 

. comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 13 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 15 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral delate de toute la 
region codant pour la portion extracellulaire de la sous- 
unit6 gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'etendant des 
rfesidus 7745 a 8263 inclus, et comportant un site de 
restriction unique Mull^ 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infects par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et rfeactifs n6cessaires pour 
realiser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprim6. 

Avantageusement le* kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral del6t6 de toute la 
region codant pour la majorite de la sous-unite gpl20 et 
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de 'la portion extracellula'ire de la gp41 de I'enveloppe 

du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 

comportant un site de restriction unique Mull, 

. „ iv) un premier hote cellulaire susceptible 
d'etre infects par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infect6 par un, virus VIH et comportant un g^ne 
marqueur activable uniquement par des particules virales, 

vi) les produits et r6actifs n6cessaires pour 
r^aliser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et r^actifs permettant la 
detection du marqueur exprim6. 

Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 20 

- SEQ ID No : 21 et SEQ ID No : 22 . 

ii) un vecteur retroviral d61et6 de la 
region^ codant pour les domaines allant de la boucle VI a 
la boucle V3 de I'enveloppe du VIH-1 s'6tendant de 6617 d 
7250 inclus et comportant un site de restriction unique 
Nhel, 

iv) un premier hdte cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH/ 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gdne 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

.vi) les produits et reactifs necessaires pour 
r^aliser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprim6. 
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Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 23 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 25 et SEQ ID No : 26 avec SEQ 
ID No : 27 

ii) un vecteur retroviral d61et6 de toute la 
region codant pour la portion extracellulaire de la sous- 
unite gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'6tendant des 
residus 7745 a 8263 inclus, et comportant un site de 
restriction unique Mull^ 

iv) uh premier bote cellulaire susceptible 

d'etre infect6 par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et r^actifs n^cessaires pour 
realiser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprim6. 

Avantageusement le kit selon 1' invention 

comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 26 et SEQ ID 
No : 27 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la majority de la sous-unit6 gpl20 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de I'enveloppe 
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du VIH-1, s'etendant des r6sidus 6480 a 8263 inclus, et 
comportant un site de restriction unique Mull, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gdne 
marqueur activable uniquement par des particules virales, 

vi) les produits et rfeactifs necessaires pour 
r6aliser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime, 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention sont illustres dans les exemples qui suivent 
et qui font reference aux figures suivantes : 

La figure 1 represents schematiquement le 
plasmide pSRT. La region codant pour la transcriptase 
inverse de pNL4-3xcenv est deletee au moyen d'une 
digestion par Ball-SnaBI . La linearisation du pSRT 
resultant est accomplie par 1' utilisation de Nru I. 

La figure 2 illustre les courbes des effets 
dose reponse obtenues pour deux patients versus I'AZT et 
le 3TC, avant et aprfes le traitement avec des inhibiteurs 
de la transcriptase inverse. 

Les details du traitement, les prelevements 
d' echantillons par rapport au temps et les genotypes se 
trouvent sur les entetes des figures. 

Les courbes montrent 1' inhibition de 
1' infection par un virus recombinant des cellules P4 
trait^es soit avec la zidovuidine (AZT, panels A et C) ou 
la lamivudine (3TC, panels B et D) , selon la technique 
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decrite plus loin, dans le paragraphe materiel et 

m^thodes. Pour le patient I, les echantillons ont et6 

testes a 0 (♦), 9 (•) et 18 (□) ^ois apr^s le 
traitement., et pour le patient 2 a 0(*) et 27 (•) mois 
apres le traitement. 

La figure , 3 est un sch§ma des premieres 
6tapes (a et b) d'une mise en oeuvre particuliere de la 
' m6thode de 1' invention. Le schema illustre les etapes 
d' extraction (a) et d' amplification (b) des sequences de 
transcriptase inverse extraites du plasma d'un patient 
par RT PGR de la m6thode de 1' invention ainsi que les 
sch6mas de constructions du plasmide pRVA/RT utilise 
ult6rieurement a l'6tape (d) . 

La figure 4 est un schema des etapes (c) ^ 
(g) d'une mise en oeuvre particuliere de la m6thode de 
1' invention. Ce schema illustre l'6tape (d) de co- 
transfection dans des cellules HeLa/293T des acides 
nucl^iques amplifies de l'6tape (b) , d'un premier 
plasmide p43xcsnAenv RT construit a partir d'un genome 
d'un virus VIH, ne comprenant pas un segment d'acide 
nucl6ique correspondant ^ tout ou partie de la sequence 
d'acide nucleique amplififee a I'^tape (b) ni un fragment 
de la sequence d'acide nucleique codant pour la prot6ine 
d'enveloppe et un deuxieme plasmide pVSV-G comportant la 
sequence codant pour la prot6ine d'enveloppe; l'6tape (e) 
de culture permettant de produire des particules virale, 
l'6tape (f) de transfection des particules virales 
obtenues S l'§tape (e) dans des cellules P4, 
pr^alablement incub6es en presence ou non de dilutions 
s6ri6es de diffferents inhibiteurs de la transcriptase 
inverse, lesdites cellules indicatrices P4 comportant un 
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systeme d' expression du gene codant pour 1^ enzyme beta- 
galactosidase activable exclusivement par les sequences 
d' activation tat exprimees par le virus recombinant/ et 
1' etape . (g.) de detection et/ou quantification de la beta- 
5 galactosidase au moyen du substrat CPRG. 

La figure, 5 illustre les r^sultats de 
1' analyse ph6notypique obtenus en presence de 
I'inhibiteur de fusion T20 pour des virus presents dans 
10 des plasmas de patients (P1,P2 et P3) et des prototypes 

viraux de reference (NL 43 et le clone resistant DIM) . 

La figure 6 illustre les resultats de mesure 
de la capacite replicative de virus LI, L2 et L3 extraits 
15 ' de differents echantillons . 

I- Materiel et m6thodes 

20 I . 1 - Ampl -i fi r-Al- 1 par T^antir^ n Hta 

L'ARN est isole a partir du plasma des 
patients au moyen d'une trousse Roche Amplicor ® (Roche 
Diagnostics, 38242 Meylan Cedex, France) , et les g^nes 
25 d' interet sont isol6s au moyen d'une transcriptase 

inverse et une reaction PGR subsequente. 

L' amplification de la region codant pour la 
transcriptase inverse (RT) est effectu6e au moyen des 
30 amorces externes MJ3 (5' AGT AGG AGO TAG ACC TGT CA 3') 

(Sequence SEQ ID No : 5 , en annexe) et RT-EXT (5' TTC 
GCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (Sequence SEQ ID No : 6, en 
annexe) et des amorces internes A35 (5' TTG GTT GCA TAA 
ATT TTC CCA TTA GTC CTA TT 3' ) (Sequence SEQ ID No : 7 , 
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en annexe) et RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') 
(Sequence SEQ ID No : 8, en annexe) avec un cycle initial 
a 50^C (30 minutes) et a 94^C (2 minutes), suivi de 40 
cycles a 94°C (30 secondes), bb^'C (30 secondes) et 68''C 
(90 secondes) et une fetape finale d' extension a SS^'C 
durant 10 minutes. Ceci amplifie un produit de 1530 pb 
qui s'^tend au-del^ du codon 93 de la region codant de la 
protease et au-dela du codon 503 de la region codant de 
la polymerase (pol) . 

Les produits ainsi obtenus par PGR sont 
purifies sur des colonnes QuiaAmp® et analys6s en ce qui 
concerne leur taille, leur degre de puret6 et leur 
concentration apfiroximative par electrophorese sur des 
gels d' agarose . 

1.2 - npnof ypage 

Les sequences de nucleotides des regions 
codantes de la transcriptase inverse sont determinees par 
sequengage automatique de la terminaison de la chalne 
did^oxinucleotidique des produits de PGR bruts. 

1.3 - Plasmidps 

Les clones mol§culaires du VIH-1 utilises 
dans la m^thode d' analyse derivent de pNL4-3. 

Le plasmide delete en transcriptase inverse 
est construit par une modification du pNL4-3xcAenv mut^ 
pour porter des sites de restriction SnaBI uniques dans 
la position 3872 et de Nru I dans la position 3892* 

Les enzymes Ba I et SnaB I sont utilis6es 
pour retirer la region codant pour la transcriptase 
inverse (entre les positions 2618 et 2872) et la 
linearisation du plasmide resultant pSRT est effectuee 
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au moyen de 1' enzyme Nru I. L' expression de la 
glycoproteine d' enveloppe VSV-G dans les cellules 
transfectees est assure par le plasmide pVSV qui contient 
la sequence codante vsv-g sous le controle d'un promoteur 
5 CMV. 

1.4 - r.nl tnrR.s cpI 1 n1 ai res . 

Des cellules HeLa, 293 T et P4 sont cultiv6es 
dans du milieu DMEM supplements avec 10% de s6rum de veau 

10 foetal (SVF), 50 Ul/ml de p6nicilline et 50 pg/ml de 

streptomycine . Les cellules P4 son des cellules Hela-CD4, 
LTR-LacZ dans lesquelles 1' expression de la beta- 
galactosidase est strictement inductible par la prot6ine 
Tat transactivateur du VIH, permettant par consequent, 

15 une quantification precise de 1' inf ectivite ou de la 

capacit6 replicative des- virus VIH-I basee sur. un cycle 
unique de replication (Charneau, P., Mirambeau, G., Roux, 
P., Paulous, S., Buc, H. and Clavel, F. (1994) « HIV-1 
reverse transcription. A termination step at the center 

20 of the genome". J Mol Biol 241 (5) , 651-62 .) . Les cellules 

P4 sont cultivSes en presence de 500 pg/ml de geneticine. 

vi rns VTH a — un — i nhihi tpur de Trangnripi--i nn i nw^aygo 

25 (RTT) , 

La determination de la susceptibilite d'un 
virus VIH a un inhibiteur de transcriptase inverse est 
effectuee de la maniSre suivante: des cellules 293 T sont 
transfectees avec 7,5 pg de plasmide pSRT linearise par 
30 Nrul, 0,1 pg du plasmide pVSV-G et 0,5 et 1 pg du produit 

issu de la reaction PCR de la transcription inverse de 
VIH. Le pr6cipit6 de transfection est retir6 des cellules 
aprds 18 heures d' incubation et du milieu de croissance 
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frais est ajoute. Apres 24 heures de culture, le 
surnageant est clarifie par centrif ugation (500 g, 15 
minutes) et transfer^ sur des cellules indicatrices P4 
lesquelles ont 6t6 pr6-incub6es avec des dilutions 
s6ri6es d'un inhibiteiir de la transcriptase inverse, dans 
de puits triplicatas, durant quatre heures. La ganune de 
concentrations d' inhibiteur utilis6e varie selon les 
composes. Le signal produit par 1' activation du ijhne 
• marqueur a 6t6 d6veloppe avec du CPRG durant 48 heures, 
comme pour 1' analyse de la' susceptibility a un inhibiteur 
de transcriptase inverse et I'indice ICso a 6te calculi 
en utilisant 1' Equation d'effet m^dian. 



20 



25 



30 



III - D pi- i mi gal- inn Hf> la Tn4't-hr>Hp — d' anal y.SP. 

p'nay Ta gn gygpt i V>i 1 i d. 

inViihi toni-g Ho <-yan«;<-rip1-a«;P invPrRft . 



15 , p^,iy H6i-ovmin»y La siispppt j hi 1 1 te — dLun — vims VTH — anx 



Le plasmide pSRT portant une deletion dans la 
region codant pour pol allant du codon 24 de la 
transcriptase inverse (base 2618) au codon 432 de la 
transcriptase inverse (base 3872) inclut toutes les 
mutations associ^es k un ph6nora6ne de resistance connus h 
ce jour. Les sequences homologues du produit 
transcriptase inverse issu de PGR s'6tendent 88 paires de 
base en amont et 186 bases en aval de la deletion dans 
pSRT. Les transf ections pour la determination de la 
susceptibilite aux inhibiteurs de la transcriptase 
inverse sont effectuees avec une lignee cellulaire 293T 
ayant une forte capacity a etre transfectee plut6t 
qu'avec des cellules HeLa. Ceci ne constitue pas un 
probleme car les cellules sont eiiminees du surnagent 
contenant le virus par centrifugation avant le transfert 
de cellules P4. 
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Les conditions de transfert sont optimis6es 
au moyen d'un test en echiquier. La variation du ratio du 
plasmide/produit issu de PGR ne modifie signif icativement 

5 la quantity de p24 ou de transcriptase inverse produites 

ou la Vitesse de reaction avec CPRG. Etant donn6 que le 
plasmide circulaire, pVSV-G semble §tre extremement 
toxique pour les cellules 293T^ la quantity de celui-ci a 
6te reduite de 3 lag a 0, 1 pg dans le melange de 

10 transf ection, conduisant a des rendements elev6s en p24 

(>20 ng/ml compare a 9,8 ng/ml) . 

Etant donne que les phases pr6coces de la 
replication du virus, incluant la transcription inverse, 
15 se produisent dans les cellules P4 indicatrices dans ce 

type de determination, ce sont ces cellules qui sont 
trait6es avec des dilutions en serie des inhibiteurs de 
la transcriptase inverse. 

20 Les gammes de concentration d' inhibiteur 

utilisfees sont choisies en fonction de la . toxicitfe 
cellulaire de chaque compos6 et du ratio IC50/IC90 pour la 
susceptibilite des isolats resistants (Tableau 1) . Par 
example, comma I'indice IC50 pour I'abacavir pour les 

25 cellules P4 est d' environ 250 pM alors que I'indice IC50 

pour ce compose pour la souche native du virus est 
d' environ 3 pM, la detection de la resistance est limit6e 
par la toxicity. Une gamine de quatre dilutions en s6rie, 
commengant k 200 \xM a 6te utilisee pour I'abacavir, 

30 permettant la detection de jusqu'a 60 fois plus de 

r 

resistance . 

D' autre part, puisque la toxicity de I'AZT 
pour les cellules P4 est 61ev6e (>300 pM) alors que 
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I'indice ICso est considferablement inferieur^ une gamme 
plus large de dilutions a et6 utilisee (dilution en serie 
1/10 a partir de 5 yM) de maniere a permettre la 
detection de niveaux eleves de resistance (jusqu'a 100 
5 fois) . 

Pour la transcriptase inverse RWh, I'indice 
ICso est utilis6 plut6t que I'indice IC90 car la detection 
de I'indice IC90 pour les virus r^sistants pourtait 
• demander des niveaux de compose toxiques pour la plupart 
10 d' inhibiteurs de transcriptase inverse. 
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La m^thode d' analyse pour determiner la 
susceptibility du virus VIH aux inhibiteurs de 
transcriptase inverse donne une Deviation Standard de la 
moyenne geoin^trique pour 20 tests entre 1,78 (abacavir) 
et 2,7 (D4T et AZT) . La deviation standard m^diane pour 
les inhibiteurs de la transcriptase inverse (RTI) essayes 
(AZT, 3TC, D4T, DDI, abacavir, efavirenz et nevirapine) 
est de 2,2. De mani^re k simplifier 1' interpretation 
automatique des r^sultats des 6chantillons des patients, 
une valeur Index de Resistance (IR) arbitraire, IR « 5 a 
ete defini comme le minimum de reduction de la 
susceptibility k un RTI considers comme etant 
significativement' reduit par rapport a NL43. 

Pour determiner si NL43 est un virus de 
reference convenable pour la comparaison avec les isolats 
cliniques, un panel d' echantillons pris de patients avec 
un traitement banal a ete essaye sur 3 replicats RVA pour 
leur susceptibilite aux inhibiteurs de transcriptase 
inverse . 

I'ICso median trouve pour 22 virus" testes 
tend k itre legerement superieur k celui trouv6 pour le 
virus NL43 avec un IR median aux alentours de 0,92 (pour 
stavudine) et de 1,22 (lamivudine) . Bien que I'lR soit 
inferieur a la limite definie de 5 sur le total 
d' inhibiteurs pour la plupart d' echantillons testes, la 
gamme d' IR semble large, en particulier pour les 
inhibiteurs non-nucleosides . En particulier, un indice de 
resistance de 11,0 pour la nevirapine a ete obtenu pour 
un virus or, ce virus portait une mutation sur le codon 
98 (A pour S) de la transcriptase inverse, qui avait ete 
precedemment implique dans la resistance aux NNRTIs. 
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La reproductibilite de la m6thode de 
determination de la susceptibilite du virus recombinant 
(RVA) aux inhibiteurs de transcriptase inverse (RTI) a 
ete evaluee par une s^rie de tests sur 5 6chantillons, 
choisis de maniere a representer une large gamme de 
profils de susceptibilite, entre 4 et 8 tests par 
fechantillon, en utilisant des preparations d'ARN et des 
reactions PGR separ6es. 

La variation inter-test pour la determination 
de la susceptibility des virus VIH aux inhibiteurs de la 
transcriptase inv'erse indique que dans quelques cas il 
existe une difference superieure k 5 entre I'lR maximum 
et I'lR minimum trouves pour des determinations r6petees 
(Tableau 2) , cependant, la deviation standard de la 
moyenne geometrique est maintenue =2/2 dans tous les cas 
sauf un (R4, AZT) . Dans trois des 6chantillons I'lR 
obtenu lors des tests rfepetes varie entre <5 et >5 pour 
les composes pour lesquels les virus peuvent etre 
moderement r6sistants (IR non sup6rieur ^ 12) . 
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(a) Seules les substitutions en acides amines 
d6jS connues pour etre associ^es avec une . resistance aux 
inhibiteurs de la transcriptase inverse sont indiquees. 

(b) L' Index de Resistance est le rapport de 
I'ICso dans 1' echantillon par rapport a celui de NL43 
d6termin6 en parall61e. 

(c ) Moyenne geometrique. 

(d) Deviation standard de . la moyenne 

' g6om6trique. 

(e) L' index de resistance le plus 61ev6 
obtenu dans les tests divise par le plus faible. 

(f) Le nombre de tests donnant un index de 
resistance >4 classant le virus comme resistant/ au 
nombre total de tests r§alis6s. 

(g) Un ICso au-dessus de la gamme detectable 
dans tous les tests est indique par >. Dans ces cas, une 
deviation standard et un minimum/ maximum ne sont pas 
applicables (na) . 

Les resultats phenotypiques obtenus pour ces 
Inhibiteurs de transcriptase inverse montrent une 
concordance avec les profils genotypiques des 
echantillons . 

L' echantillon R2, qui montre- un degre 61eve 
de resistance par rapport d tous les composes testes, 
comporte des mutations multiples en incluant celles du 
complexe de resistance multi-compose (62V, 751, 77L, 116Y 
et 151M) qui confere la resistance aux nucleotides RTI, 
la resistance 3TC associee h la mutation 184V et des 
mutations connues pour induire une susceptibilite reduite 
aux NNRTI (181C, 190A) . 

L' echantillon R3 montre un niveau de 
resistance eieve a 3TC, k nouveau module par la mutation 
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184V, avec une variation considerable de 1' IR pour AZT 
qui reflete probablement la nature inconsistante de la 
suppression de la resistance induite par 215F par 184V. 

Dans l'6chantillon R4, une telle suppression 
est contrecarr^e par la presence de mutations multiples 

incluant une mutation 208Y. 

L'6chantillon R5 se maintient sensible ^ AZT 
' malgre une mutation 41L et une mutation 215Y ^ cause des 
effets de la mutation 1001 qui, en combinaison avec 103N, 
est responsable des niveaux de resistance elev6s observes 
vis-^-vis d'efavirenz et de nevirapine. 



Les recombinaisons obtenues en utilisant pour 
r amplification de l'6tape (b) la paire d' amorces FuA : 
5'AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3' (SEQ ID No: 23) et FuB : 5' 
GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 24) suivie d' une 
deuxi^me amplification, effectu^e avec 1' amorce : FuC : 
5'ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3' (SEQ ID No: 25) et un 
melange des amorces suivantes : 

FuDl :5'TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID No: 26) 
FUD2 :5'TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID No: 27) sont 
tres efficaces. 

En effet, pour obtenir une production virale 
satisfaisante il suffit g6n6ralement de 10-50 ng de 
produit de PGR, utilise dans I'etape de recombinaison. 
Dans cette methode destines a analyser la caract6ristique 
phfenotypique de fusion, une production virale 
correspondante a 50-400 ng/ml de p24 est obtenue apr6s 
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transfection. Pour I'irifection des cellules . cible, entre 

0,5 et 5 ng p24/ puit (plaques 96 puits) sont utilises. 

L' augmentation de la densite optique obtenue apres 

infection de cellules cible est lineaire si 1' infection 
est conduite dans ces ' conditions 

Af in de valider. la methode d' analyse 
concernant la susceptibilite des virus VIH aux 
inhibiteurs de fusion, deux inhibiteurs de fusion, ont 
et6 utilises: un peptide derive- de la sequence de 
I'helice distale dans la gp41 de VIH (appel6 DP178 ou 
T20) et un d§riv6 de I'acide betulinique {RPR103611). 
Pour chaque inhibiteur, la reduction de sensibility d'un 
ou plus virus resistant (pr6c6deininent identifi§ par 
d'autres auteurs) par rapport ^ deux virus de reference: 
un virus plasmatique primaire T5A1 et un virus adapts a 
la culture in vitro (LAI) a &t6 effectuee. Tous les virus 
ont §t6 produits par recombinaison, 

R^sultats 

V.l- TnhihifPnr nP1 7R nn T9n 

L' augmentation de I'ICSO pour un virus 
fortement resistant NL-DIM (decrit par Rimsky L.T. et 
al. J. Virol. 1998, vol 12, pages 986-993) et pour le 
virus NL4.3 (qui est partiellement resistant) ont ete 
m6sur6es vis-a-vis de cet inhibiteur. 

Le virus fortement resistant DIM presents une 
augmentation de la valeur de 1 ' IC50 de 80 f ois par 
rapport a T5A1 et de plus de 100 fois par rapport a LAI. 

Le virus partiellement resistant NL4 • 3 est 
caracteris6 par une augmentation de I'ICSO de 10 fois par 
rapport a T5A1 et de 12,5 fois par rapport a LAI. 
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i rril j -i l n- mnrignr ^ T-inhihitPnr rip fncinn T?n 

L'ARN viral est extrait k partir des plasmas 

de patients VIH positifs. 

On effectue une premiere amplification par 

. PGR avec la paire d' amorces ED3_E01-. 

On effectue une seconde amplification par PGR 
avec la paire d' amorces E10_FuB pour obtenir un fragment 
d'ADN de 2200 paires de bases s'6tendant entre les 

r6sidus 6322 et 8522. 

On effectue la transfection d'un premier h5te 

cellulaire avec : 

- les acides nucl6iques obtenus apr%s la 

seconde amplification. 

_ le vecteur retroviral delete de toute la 

region codant pour la majority de la sous-unit6 gpl20 et 

de la portion extacellulaire de la gp41 de I'enveloppe du 

VIH, s'6tendant des residus 6480 a 8263 inclus et 
comportant un site de restriction unique Mlul. 

On met en culture du premier h6te cellulaire 
dans des conditions permettant de produire des particules 
i virales. 

on effectue 1' infection par les particules 
virales produites a I'^tape pr^c^dente, d'un second h6te 
cellulaire (comportant un gene marqueur activable suite h 
1' infection virale) en presence de dose croissante 

0 d'inhibiteur de fusion T20. 

On effectue la quantification du marqueur 
exprim^ afin de mettre en Evidence le niveau de 
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susceptibilitfe des virus VIH presents dans les 
echantillons biologiques a I'inhibiteur de fusion T20- 

Les resultats de 1' analyse ph6notypique 
decrite ci-dessus pour des virus presents dans des 
plasmas de patients (P1,P2 et P3) et des prototypes 
viraux de reference (NL 43 et le clone resistant DIM) 
sont illustres dans la figure 5 en annexe et les indices 
IC50 sont represent6s dans le tableau 3 ci-dessous. 



Tableau 3 







pi 


0.132 


P2 


0.017 


P3 


0.047 


DIM 


>3 


NL43 


0.234 



v. 2- Tnhihi tpn r RPR1 nifil 1 

L ' augmentation de I'ICSO du virus resistant 
LAI-L91H (Labrosse B. et al. J Virol. 2000 vol 74 pages 
2142-2150) vis -a-vis de cet inhibiteur a et6 mesur6e. 

Pour le virus LAI-L91H, 1 ' augmentation de 
I'ICSO par rapport a LAI et a T5A1 est superieure ^ 100 
fois . 

VI- Opi- imi c;at -i nn Ha la Tn4>1-hnH<a H^analyc?^ pnnr 
H4>tPrTninPr 1^ rAPAPTTir MFnTPnT.TqAMTIT Haq riiQ \7TH 

Les recombinaisons obtenues en utilisant pour 
1' amplification de I'etape (b) une paire d' amorces NEU- 



PCT/FROl/03512 

WO 02/38792 55 

. 5'TAGAAAG.GCAGAAG.CAGTGGCAMG3. (SEQ :D No: " 
ll: 5. GGTGGTAGCTGMGAGGCAC.GG3' tSEQ ID No: 24), 

'vie d'une d.uxUn,e a.pU£ication. avec les amorces: 
r. • S.GTGGGTC.C.GTCT.TT.TGGGG3. .SEO IP No: 18, et un 
NEU-C . 5 GT .5,icTGTCTCTCICTCCACCITCTTCTT3' 

Tsr;:: - el ;:.~c.c.cc.c«cnc„3. 

,SEQ ID no: 27) sont 6gale.ent, trts efficacas. 

E„ effet, lors dea contr61e, de production 
■ . 1, 11 3' est av*r6 que pour obtenlr una production 
a ■ s U faisante U su«it ,.n.rale.ent da lO-SO 
r'roduu da PCK, utUis. dans L.tapa da raco^.na.son. 

„„a production vlrala correspondante S 50-400 

. ,1 aor^s transf action est obtenue. Pour 
5 n,/ml da p24 apres ^ ^^^^ 

■ 1. infection dea cellules J.^^^^.^ation da 

pult (Plaques 96 pults, sont ; 
la densit* optlqua obtenue apres 

llbla est Un.aire si r infection est conduit, dans 
20 conditions . 

on effectue un premiere amplification par PGR 
avec la paired' amorces FITAetPROA- 

On effectue une seconde amplification par PGR 

la Paire d' amorces FITB et PROB- pour obtenir un 
avec la paire s^^tendant entre 

30 fragment d'ADN de 1488 paires ae 

les r6sidus 1237 et 2725. 
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On effectue' la transfection d'un premier hote 
cellulaire avec : 

les acides nucl6iques obtenus apr^s la 
seconde amplification. 
5 - le vecteur retroviral del6t6 d'une region 

codant pour une partie de Gag et la totalite de la 
protease et comportant un site de restriction unique 
Mlul. 

On effectue la culture du premier hote 
10 cellulaire dans des conditions permettant de produire des 

particules virales. 

On mesure la quantite de. particules virales 
recombinantes dans le surnageant de cette culture par un 
15 • test Elisa dosant la quantit6 d'antigene p24. 

On effectue 1' infection par les particules 
virales produites a I'^tape pr6c6dente^ d' un second hote 
cellulaire (comportant un gene marqueur activable suite a 
20 1' infection virale), par des dilutions croissantes du 

surnageant viral 

On effectue la quantification du marqueur 
exprim6 afin de mettre en evidence le niveau 
25 d' infectivit6 du virus recombinant 

On calcule la capacite r^plicative du virus 
recombinant en etablissant une droite de regression a 
partir des valeurs mesurees et en retenant la pente de 
30 cette droite. 

On exprime la capacity replicative virale par 
rapport a celle d'un virus de reference de laboratoire ou 
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10 



IS 



20 



.elatlvement au vlru. recombinant porteur des sequences 
viralas provenant du mSme patient avant Stablissement du 
traitement et avant developpement de la resistance. Les 
results cbtenus sont illustres sur la figure 6 en annexe. 

Les virus LI, L2 et L3 correspondent 4 des 
virus recombinants porteurs de sequences de protease 
obtenues a trois moments diff^rents chez un mSme patient. 
Le virus LI porte des sequences de protease obtenues 
avant traitement. chaque point correspond 4 la densit* 
optique mesuree apr.s Infection de cellules Indicatrices 
P4 par une dilution de chacun des 3 virus. On trace une 
droits de regression pour la s^rie des mesures de cheque 
virus, on calcule la pente de la droite. On exprlme la 
capacity replicative de L2 par le rapport de la pente de 
L2 4 celle de LI, et la capacit* r^plicative de L3 par le 
rapport de la pente de L3 4 celle de LI. Ici le virus de 
reference est le virus pretherapeutique LI. I-orsque le 
virus pretherapeutique manque, on peut exprimer la 
capaclte replicative d'un virus de patient relativement 4 
un virus de reference de laboratoire comme pNL4-3. 
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REVENDICATIONS 



1) M6thode d' analyse d'une caract6ristique 
ph6notypique des virus VIH presents dans un §chantillon 
5 biologique d'un patient, ladite caracteristique 

phenotypique resultant d'une ou plusieurs mutations du 
. genome viral susceptibles d'influencer 1' infection 
virale^ caracterisee en ce qu'elle comprend : 

a) 1' extraction des acides nucleiques 
10 contenus dans ledit echantillon biologique, 

b) au moins une amplification par PGR d'un 
segment des acides nucl6iques de I'fetape (a), chacune 
avec une paire d'' amorces encadrant une sequence d'acide 
nucl6ique du g6nome viral susceptible de porter au moins 

15 une mutation, 

c) la preparation d'un vecteur comprenant les 
parties d'un genome d'un virus VIH necessaires a la 
replication virale a 1' exception du segment amplifie a 
l'6tape (b) et eventuellement a 1' exception du g6ne 

20 codant pour la proteine d'enveloppe, 

d) la transf ection d' un premier h6te 
cellulaire avec : 

- les acides nucleiques obtenus a I'etape 

(b), 

25 - le vecteur prepare a I'etape (c) , 

. - eventuellement un second vecteur comprenant 
un gene codant pour une proteine d'enveloppe si le gene 
d'enveloppe est delete du vecteur prepare a I'etape [c) , 
pour obtenir par recombinaison homologue un 
30 virus chimerique, 

e) la culture dudit premier h6te cellulaire 
dans des conditions permettant de produire des particules 
virales au cours d'un seul cycle de replication, 
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f) 1' infection par les particules virales 
obte'nues k I'etape (e) d' au moins un second bote 
cellulaire susceptible d'etre infects par un virus VIH ou 
un virus pseudotyp6 VIH et comportant ^ventuellement un 
gene marqueur activable uniquement k la suite de 
1' infection virale, 

g) la detection et/ou la quantification du 
marqueur exprim6 i l'6tape (f) afin de mettre en 6vidence 
au moins une caract6ristique des virus VIH presents dans 

10 1' echantillon biologique. . 

2) M^thode d' analyse selon la revendication 1 
caracterisee en ce que 1' amplification par PGR de I'etape 
(b) est realisee avec une paire d' amorces encadrant une 

15 sequence d'acide nucleique comprenant tout ou partie 

d'une region du genome virale choisie parmi: gag, pol, 
protease, transcriptase inverse, RNAse H, int6grase, vif, 
vpr, tat, rev, vpu, env, nef, s6quences cis-actives, LTR, 
sequences de dim6risation, sequences r6gulatrices de 

20 I'epissage ou Element de reponse de Rev (RRE) - 

3) Methode d' analyse selon I'une quelconque 
des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que 
1' amplification par PGR de I'^tape (b) est realis6e avec 

25 une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 

nucleique codant pour une partie de la prot6ine gag du 
virus de 1' immunodef icience humain et une sequence 
d'acide nucl6ique codant pour la protease, susceptible de 
porter au moins une mutation dans le gene codant pour la 

30 prot6ase et, en ce que le vecteur de I'etape (c) est 

construit a partir d'un g6nome d'un virus VIH ou tout ou 
partie du gene codant pour la protease est d616t6. 
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4) Methode d' analyse selon les revendications 
1^3 caract6ris6e en ce que 1' amplification de l'6tape 
(b) portant au moins une mutation dans le g§ne codant 

5 pour la protease est effectuee avec une paire d' amorces : 

Fit A - : (5' TCA CCT AGA ACT TTA AAT GC 3') 
. (SEQ ID No : 1) et 

Pro A- : (5' GGC AAA TAG TGG AGT ATT GTA TG3 ' 
3') (SEQ ID No : 2), 
10 suivie d'une deuxieme amplification avec une 

paire d' amorces : 

Fit B : (5' AGA ACT TTA AAT GCA TGG . GT 3') 
(SEQ ID No : 3) et 

Pro B-.: (5' GGA GTA TTG TAT GGA TTT TCA GG 
15 . 3' ) (SEQ ID No : 4) , 

pour obtenir un segment d'ADN de 1488 paires 
de bases, s'6tendant entre les residus 1237 et 2725 
inclus, et 

en ce que le vecteur de I'^tape (c) est un 
20 vecteur retroviral delete de la region du cadre de 

lecture pol codant pour la protease du VIH-1 s'6tendant 
des residus 1505 a 2565 inclus, delete de la region 
d'enveloppe et comportant un sitie unique de restriction 
Mlul. 

25 

5) M6thode d' analyse selon les revendications 
1 ou 2 caract6risee en ce que 1' amplification par PGR de 
l'6tape (b) est realisee avec. une paire d' amorces 
encadrant une sequence d'acide nucleique susceptible de 

30 porter au moins une mutation dans le g6ne codant pour la 

transcriptase inverse, et la transfection de l'6tape (c) 
est realisee avec un premier vecteur construit ^ partir 
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d'un genome d' un virus VIH ou tout ou partie du gene 
codant pour la transcriptase inverse est d616t6. 

6) M^thode d' analyse selon la revendication 
5 1, 2 ou 5, caract6ris6e en ce que 1' amplification de 

I'^tape (b) est effectuie avec une paire d' amorces : 

MJ3 (5' AGT AGG ACC TAC ACC TGT CA 3' ) (SEQ 

ID No : 5) et 

RT-EXT (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') 

10 (SEQ ID No : 6) , 

suivie d'une deuxieme 6tape d' amplification 

avec une paire d' amorces : 

A3 5 (5' TTG GTT GCA TAA ATT TTC CCA TTA GTC 

CTA TT 3') (SEQ ID No : 7) et 

RT-IN (5' TTC CCA ATG CAT ATT GTG AG 3') (SEQ 

ID No : 8) 

pour obtenir un segment d' ADN de 1530 paires 
de bases s'^tendant au dela du codon 93 de la region 
codant pour la protease et au deU du codon 503 de la 
20 region codant pour la polymerase (POL) et 

en ce que le vecteur de l'6tape (c) est un 
vecteur retroviral d616t6 de la region du cadre de 
lecture pol codant pour la transcriptase inverse du VIH- 
1, s'6tendant des r6sidus 2618 a 2872 inclus, et 
25 comportant un site unique de restriction Mlul. 

7) M^thode d' analyse selon la revendication 
1, ou 2, caract6risee en ce que 1' amplification de 
I'etape (b) est effectuee avec une paire d' amorces 
30 encadrant une sequence d'acide nucUique codant pour une 

partie de la proteine gag, pour la protease et pour une 
partie de la transcriptase inverse du virus de 
1' immunod^f icience humaine susceptible de porter au moins 
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une mutation dans la sequence d' acide nucl6ique codant 
pour la prot§ine gag, ou pour la protease ou pour la 
transcriptase inverse. 

8) Methode d' analyse selon la revendication 
1, 2 ou 7 caracteris6e en ce que 1' amplification de 
I'etape (b) est effectuee avec la paire d' amorces : 

gag+1 (5' AGGGGCAAATGGTACATCA 3') (SEQ' ID 

' No : 31) et 

RT-EX (SEQ ID 6), 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification 
avec une paire d' amorces : 

Fit B+ (SEQ ID No : 1) et . 
RT-IN (SEQ ID No : 8) 

pour obtenir un segment d'ADN de 2825 paires 
de baseS/ s'etendant entre les r^sidus 1237 et 4062 et 

en ce que la transfection de l'6tape (c) est 
realis6e avec un vecteur retroviral d616te d'une partie 
du gene gag et des regions du cadre de lecture pol codant 
pour la protease et une partie de la transcriptase 
inverse du VIH-1 s' 6tendant des residus 1507 k 3870 
inclus, delete dans la region d'enveloppe et comportant 
un site unique de restriction Nrul. 

9) M6thode d' analyse selon les revendications 
1, 2, 5 ou 6 consistant a determiner la susceptibilite 
d'un virus VIH a un compost inhibiteur de la 
transcriptase inverse, caracterisee en ce que I'on ajoute 
ou non ledit compost inhibiteur de la transcriptase 
inverse, 6ventuellement a des concentrations differentes, 
au deuxieme bote cellulaire, prealablement k 1' infection 
de celui-ci par les particules virales obtenues ^ I'etape 
(e), et en ce que I'etape (g) comprend la comparaison de 
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10 



15 



20 



30 



r expression du gene marqueur avec et sans compost 
inhibiteur de la transcriptase inverse 

10) M6thode d' analyse selon les 
revendications 1 ou 2. caract6ris6e en ce que 
1. amplification par PGR de I'etape (b) est r^alis^e avec 
une paire d' amorces encadrant une sequence d' acxde 
. nuclMque susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour r int^grase, et le vecteur de 
retape (c ) est un vecteur retroviral del6t6 de tout ou 
partie du gene codant pour I'integrase. 

11) M^thode d' analyse selon les revendication 
1 2 ou 10, caract^risee en ce que 1' amplification de 
l'6tape (b) est effectuee avec la paire d' amorces : 

INT B+ -5'GTTACTAATAGAGGAAGACAAA3' (SEQ ID 

INT B- 5'TTTTGGTGTTATTAATGCT3' (SEQ ID No: 

suivie d'une deuxi^me 6tape d' amplification, 

avec la paire d' amorces : 

INT V+ 5'CACCCTAACTGACACAACAA3' (SEQ ID No: 

INT V- S'AAGGCCTTTCTTATAGCAGAB' (SEQ ID No: 



No: 9) et 
10) , 



11) et 



25 12), 



pour obtenir un fragment d'ADN de 1460 paires 
de bases s'^tendant des r^sidus 3950 . 5410 inclus et 

en ce que le vecteur de l'6tape (c) est un 
vecteur retroviral del6t6 de toute la region du cadre de 
lecture pol codant pour I'integrase du VIH-1 s'6tendant 
des r^sidus 4228 a 5093 inclus et de la region codant 
pour I'enveloppe virale entre les positions 6343 et 7611 
incluses - 
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12) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 10 ou 11 consistant a determiner la 
susceptibility d'un virus VIH k un compos6 inhibiteur de 

5 I'integrase, caracteris6e en ce que I'on ajoute ledit 

compose inhibiteur de I'integrase, eventuellement k des 
. concentrations differentes, durant I'etape (e) , avant 
l'6tape (f) et en ce que I'etape (g) comprend la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 

10 compose inhibiteur de I'integrase. 

13) M6thode d' analyse selon les 
revendications 1 ou 2, caract§ris6e en ce que 
1' amplification par PCR de I'etape (b) est r6alis6e avec 

15 une paire d' amorces encadrant une sequence d'acide 

nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans legene codant pour la prot6ine d'enveloppe, et en 
ce que le vecteur de l'6tape (c) est un vecteur 
retroviral construit a partir d'un g6nome d'un virus VIH 

20 oil tout ou partie du gene codant pour la prot6ine 

d'enveloppe est d§16t6. 

14) M6thode d' analyse selon les 
revendications 1, 2 ou 13 caracterisee en ce que le 

25 vecteur de l'6tape (c) est un vecteur retroviral d61et6 

de toute la region codant pour la portion extracellulaire 
de la sous-unite gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'6tendant 
des r6sidus 7745 a 8263 inclus, de la region du genome 
VIH-1 constitutrice de 1' element de r^ponse a Rev (RRE) . 



15) Methode d' analyse . selon les 
revendications 1, 2, 13 ou 14, caracterisee en ce que 
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1' amplification de I'etape (b) est ef feature avec une 
paire d' amorces : 

FIN-A : 5'TCAAATATTACAGGGCTGCT3' (SEQ ID No: 

13) et 

FIN-B : 5'TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 

14) suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
effectuee avec la paire d' amorces : 

FIN-C : 5''CTATTAACAAGAGATGGTGG3' (SEQ ID No: 

. 15) et 

FIN-D : 5'TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 

16), 

pour obtenir un segment d'ADN de 965 paires 
de bases s'6tendant des r^sidus 7553 k 8517 inclus et 

en ce que le vecteur de l'6tape (c) est un 
vecteur retroviral delate de toute la region codant pour 
la portion extracellulaire de la sous-unit§ gp41 de 
I'enveloppe du VIH-1, s'etendant des r6sidus 7745 a 8263 
inclus, et comporte un site de restriction unique Mull. 

16) M6thode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13 ou 14 caract6ris6 en ce que 
1' amplification de I'etape (b) avec une paire d' amorces 
encadrant une sequence d'acide nucl6ique susceptible de 
porter au moins une mutation dans le gene codant pour la 
prot6ine d'enveloppe est effectuee avec une paire 
d' amorces : 

FuA : 5'AAGCAATGTATGCCCCTCCCAT3' (SEQ ID No: 

23) et 

FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID 

No: 24) 

suivie d'une deuxieme etape d' amplification, 
effectuee avec 1' amorce : 
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No: 25) 



No: 26) 
No: 27), 



FuC : 5'ATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGA3' (SEQ ID 

et un melange des amorces suivantes : 

FuDl : 5 ' TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' (SEQ ID 

FuD2 :5'TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID 



ledit melange etant pref erentiellement 
' effectue dans un rapport compris entre . (10% :90%) et 
10 (90% :10%) et tout pref erentiellement entre (60% :40%) et 

(40% :60%), 

pour obtenir un segment d'ADN de 805 paires 
de bases s'6tendant des r6sidus 7635 8440 inclus et le 
vecteur de l'6tape (c) est un vecteur retroviral d616te 
15 . de toute la region codant pour la portion extracellulaire 
de la sous-unit6 gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'§tendant 
des r^sidus 7745 k 8263 inclus, et comporte un site de 
restriction unique Mull. 

20 17) Methode d' analyse selon les 

revendications 1, 2, 13 ou 14 , caract6ris6e en ce que 
1' amplification de l'6tape (b) est effectu6e avec une 
paire d' amorces : 

NEU-A : 5'TAGA7U\GAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 

25 ID No: 17) et 

FIN-B : 5'TAGCTGAAGAGGCACAGG3' (SEQ ID No: 
14), suivie d'une deuxieme §tape d' amplification, avec la 
paire d' amorces: 

NEU-C : 5'GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID 

30 No: 18) et 

FIN-D : 5'TCCACCTTCTTCTTCGATT3' (SEQ ID No: 

16), 
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pour obtenir un fragment d'ADN compris entre 
2106 et 2320 paires de bases s'§tendant des residus 6197- 
6222 jusqu'aux residus 6197-6222 inclus et 

en ce que le vecteur de I'etape (c) est un 
• vecteur retroviral d616te de toute la region codant pour 
la majority de la sous-unit6 gpl20 et de la portion 
extracellulaire de la gp41 de I'enveloppe du VIH-1, 
s'^tendant des residus 6480 8263 inclus, et comporte un 
site de restriction unique Mlul. 



10 



18) M6thode d' analyse selon les revendication 
1, 2, 13 ou 14 , caract§ris6e en ce 1' amplification de 
l'6tape (b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au raoins une mutation 
15 dans le gfene codant pour la proteine d' enveloppe est 
effectu6e avec une paire d' amorces : 

NEU-A : 5'TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATG3' (SEQ 

ID No: 17) et 

FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 ' (SEQ ID 

20 No: 24), suivie d' une deuxi^me 6tape d' amplification, 

avec les amorces: 

NEU-C : 5'GTGGGTCACAGTCTATTATGGGG3' (SEQ ID 

No: 18) et un melange des amorces 

FuDl :5'TCTGTCTCTCTCTCCACCTTCTTCTT3' (SEQ ID 

25 No: 26) et 

FuD2 : 5 • TCTGTCTTGCTCTCCACCTTCTTCTT3 ' (SEQ ID 

No: 27), 

ledit melange 6tant pr6f 6rentiellement 
effectu6 dans un rapport compris entre (10% :90%) et 
30 (90% :10%) et tout pref erentiellement entre (60% :40%) et 

(40% :60%), 

pour obtenir un fragment d'ADN de 2118 paires 
de bases s'etendant des residus 6322 a 8440 inclus et le 
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vecteur de I'etape (c)' est un vecteur retroviral d616t6 
de toute la region codant pour la majority de la sous- 
unit6 gpl20 et de la portion extracellulaire de la gp41 
de I'enveloppe du VIH-1, s'6tendant des r§sidus 6480 S 
5 8263 inclus, et compbrte un site de restriction unique 

Mull. 

19) Methode d' analyse selon les revendication 
1, 2, 13 ou 14^ caracterisee en ce que 1' amplification de 
10 I'etape (b) avec une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nucleique susceptible de porter au moins une mutation 
dans le gene codant pour la proteine d'enveloppe est 
effectu6e avec la paire d' amorces : 

ED3 : S'TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGS' (SEQ 
15 ID No: 28) et 

EOl : 5' TCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTA/VATUVS ' (SEQ ID 

No: 29), 

suivie d'une deuxieme 6tape d' amplif ication^ 
avec les amorces: 
20 ElO : 5'GTGGGTCACAGTCTATTATGGGGT3' (SEQ ID 

No: 30) et 

FuB : 5' GGTGGTAGCTGAAGAGGCACAGG3 • (SEQ ID 

No: 24) 

pour obtenir un fragment d'ADN de 2200 paires 
25 de bases s'etendant des residus 6322 a 8522 inclus et le 

vecteur de I'etape (c) est un vecteur retroviral delete 
de toute la region codant pour la majority de la sous- 
unit6 gpl20 et de la portion extracellulaire de la gp41 
de I'enveloppe du VIH-1, s'etendant des r6sidus 6480 a 
30 8263 inclus, et comporte un site de restriction unique 

Mull. 
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20) M6thode d' analyse selon les revendication 
1, 1, 13 ou 14, caract^risee en ce que 1' amplification de 
l'6tape (b) est effectu^e avec une paire d' amorces : 

EOO : 5'TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA3' (SEQ 

ID No: 19) et 

ES8B : 5'CACTTCTCCAATTGTCCCTCA3' (SEQ ID No: 

20), 

suivie d'une deuxieme 6tape d' amplification, 

avec la paire d' amorces: 

E20: 5'GGGCCACACATGCCTGTGTACCCACAG3' (SEQ ID 

No: 21) et 

E115 : 5'AGAAAAATTCCCCTCCACAATTAA3' (SEQ ID 

No: 22), 

pour obtenir un segment d'ADN de 938 paires 
de bases s'etendant des r^sidus 6426 k 7364 Indus et 

en ce que le vecteur de I'etape (c) est un 
vecteur retroviral d616t6 de la region, codant pour les 
domaines allant de la boucle VI a la boucle V3 de 
I'enveloppe du VIH-1 s'etendant de 6617 a 7250 inclus et 
comporte un site de restriction unique Nhel. 

21) M6thode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13 a 20 consistant A determiner la 
susceptibility d'un virus VIH k un compose inhibiteur de 
fusion ciblant la prot6ine gp41 du VIH-1, caract6risee en 
ce que I'on ajoute.ledit compost inhibiteur de fusion, 
eventuellement k des concentrations diff^rentes, durant 
la culture de I'hote cellulaire obtenu k l'6tape (e), 
avant I'etape (f) et en ce que I'etape (g) comprend la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 
compose inhibiteur de fusion ciblant la gp41 du VIH-1. 



30 
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22) M6thode d' analyse selon les revendication 
I, 2, 13, 14 ou 16 consistant a determiner la 
susceptibility d'un virus VIH a un compos6 inhibiteur 
d' entree dudit virus VIH dans une cellule cible, 
caracterisee en ce que I'on ajoute ledit compose 
inhibiteur d' entree, eventuellement ^ des concentrations 
diff^rentes, a I'hote cellulaire obtenu a l'6tape (e) 
avant 1' infection de I'etape (f) et en ce que I'etape (g) 
comprend la comparaison de 1' expression du gene marqueur 
avec et sans composS inhibiteur d' entree. 

23) M^thode d' analyse selon les 
revendications 1, '2, 13, 14 ou 17 consistant S determiner 
la susceptibilite d'un virus VIH a 1' action inhibitrice 
des anticorps/ caracterisee en ce que ladite methode est 
realisee, d'une part sans anticorps et d' autre part avec 
I'anticorps, eventuellement a diff6rentes concentrations, 
ledit anticorps 6tant presents k I'etape (e) , et en ce 
que I'etape (g) comprend la comparaison de 1' expression 
du gene marqueur avec et sans anticorps. 

24) Methode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 17 consistant ^ determiner 
le tropisme d'un virus VIH pour un recepteur cellulaire, 
caracterisee en ce que 1' infection de I'etape (f) avec 
les particules virales obtenues a I'etape (e) est 
effectuee sur deux hStes cellulaires distincts et I'etape 
(g) comprend la comparaison de 1' expression du gene 
marqueur par chacun des deux hotes cellulaires distincts. 

25) Methode d' analyse selon la revendication 
24 caracterisee en ce que I'un de deux hotes cellulaires 
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intact^s 4 I'itape (t) exprime le r^cepteur CCR5 et 
1' autre exprime le recepteur CXCR4. 

26) Kathode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, U ou 17 consistant k d^ermner 
la susceptibility d'un virus VIH i u„ compos* inhibiteur 
ciblant les cor^cepteurs du VIH-1, caract*ris4e en ce que 
I'on ajoute ou non ledlt co^posi inhiblteur ciblant les 
, coricapteurs du VIH-1, , ^ventuellement a des 
concentrations dlff^rantes, durant I'^tape (e) de 
culture, en ce que 1' infection de I'^tape (f) est 
et£ectu4e sur deux hates cellulaires distlncts et en ce 
„ue I'itape (g) comprend la ccparaison de 1- expression 
du gine marqueur par chacun des deux h6tes cellulaires 
distincts. 

27) M6thode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 20 consistant a analyser 
le tropisme d'un virus VIH pour un recepteur cellulaxre, 
caract.ris^e en ce que 1' infection de I'^tape (f) avec 
les particules virales obtenues ^ I'^tape (e) est 
effectu^e sur deux h6tes cellulaires distincts et I'^tape 
(g) comprend la comparaison de 1' expression du gene 
marqueur par chacun des deux h6tes cellulaires distincts. 

28) M6thode d' analyse selon les 
revendications 1, 2, 13, 14 ou 20 consistant ^ analyser 
la susceptibilite d'un virus VIH a un compost inhibiteur 
ciblant les corecepteurs du VIH-1, caract.ris^e en ce que 
30 I'on ajoute ledit compost inhibiteur ciblant les 

corecepteurs du VIH-1, ^ventuellement ^ des 
concentrations differentes, durant la culture de I'^tape 
(d), en ce que 1' infection de I'etape (f) avec les 
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particules virales obtenues a I'fetape (e) est effectu6e 
sur deux hdtes cellulaires distincts et en ce que l'6tape 
(g) comprend la comparaison de 1' expression du g^ne 
marqueur par chacun des deux botes cellulaires distincts. 

5 

29) M6thode d' analyse selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 20 ' consistant ^ determiner 
1' inf ectivite ou la capacity replicative d'un virus VIH 

< caract6risee en ce que l^etape (g) comprend la 
10 comparaison de 1' expression du gene marqueur , par le 

second bote cellulaire infects avec les particules 
virales obtenues en appliquant les Stapes (a) a (f) a un 
echantillon biologique d'un patient, . et 1' expression du 
gene marqueur par le meme second bote cellulaire infects 
15 . avec les particules virales de reference obtenues en 
appliquant les etapes (a) ^ (f ) a " un 6cbantillon 
contenant un virus de reference. 

30) M^thode d' analyse selon la revendication 
20 29 caract6risee en ce que les particules virales de 

reference issues d'un virus de r6f6rence sont des 
particules virales obtenues par 1' application des 6tapes 
(a) k (f) a un fecbantillon biologique du mgme patient k 
un stade pr6alable du traitement therapeutique ou avant 
25 . celui-ci. 

31) M^thode d' analyse selon les 
revendications 1 a 20 consistant a determiner la 
susceptibilite d'un virus VIH a 1' bydroxyuree, 

30 caract^risee en ce que I'on ajoute ou non de 

1' hydroxyuree, 6ventuellement a des concentrations 
differentes, soit durant I'etape (e) de culture, soit au 
deuxieme bdte cellulaire, avant 1' infection de celui-ci a 
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I'etape (f) et en ce que I'etape (g) comprend la 
comparaison de 1' expression du gene marqueur avec et sans 
hydroxyur6e. 

32) M^thode d' analyse selon I'une quelconque 
des revendications 1 ^ 31 caract^ris6 en ce que I'etape 
(e) de culture est effectu6e durant une p6riode allant de 

: 12 heures a 72 heures, de pr6f6rence de 24 heures a 48 
heures . 

33) Un kit pour la mise en oeuvre d'une 
methode selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 32 
caract6ris6 en ce.qu'il comprend : 

i) une paire d' amorces encadrant une sequence 
d'acide nuclSique du g6nome viral susceptible de porter 

au moins une mutation, 

ii) un vecteur comprenant les parties d' un 
genome d'un virus VIH n6cessaires a la replication virale 
^ 1' exception du segment amplifi^ avec les amorces 
definies en (i) et du g6ne codant pour la prot6ine 
d' enveloppe, 

iii) un second vecteur comprenant un gene 
codant pour une prot6ine d' enveloppe, 

iv) un premier hote cellulaire susceptible 

d'etre infect^ par un virus VIH, 

v) un second hote cellulaire susceptible 
d'§tre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et r6actifs n6cessaires pour 
r§aliser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et r^actifs perraettant la 
detection du marqueur exprime. 
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34) Un kit selon la revendication 33, 
caract§rise en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 
5 - SEQ ID No : 1 et SEQ ID No : 2 

- SEQ ID No : 3et SEQ ID No : 4 

ii) un vecteur retroviral d61et6 de la region 
du cadre de lecture pol codant pour la protease du VIH-1 
s'etendant des residus 1505 a 2565 inclus, delete de la 

10 region d'enveloppe et comportant un site unique de 

restriction Mlul, 

iii) un virus pseudotyp6 avec un qkne codant 
pour une proteine * d' enveloppe. 

iv) un. premier bote cellulaire susceptible 
15 d'etre infects par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infect6 par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 

. virale, 

20 vi) les produits et reactifs n§cessaires pour 

r6aliser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprimfe- 

25 35) Un kit selon la revendication 33, 

caracterise en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 5 et SEQ ID No : 7 

- SEQ ID No : 6 et SEQ ID No : 8 

30 ii) un vecteur retroviral delete de la region 

du cadre de lecture pol codant pour la transcriptase 
inverse du VIH-1, s'6tendant des residus 2618 a 2872 
inclus, et comportant un site unique de restriction Mlul, 
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iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteins d'enveloppe, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 

d'etre infects par un virus VIH, 
5 ■' V) un second h6te cellulaire susceptible 

d'etre infectfe par un virus VIH et comportant un g^ne 
marqueur activable uniquement ■ h la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et rSactifs n6cessaires pour 
10 realiser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et rSactifs permettant la 
detection du marqueur exprimS. 

36) Un kit selon la revendication 33, 
15 caractSrise en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences : 

- SEQ ID No : 9 et SEQ ID No : 10 

- SEQ ID No : 11 et SEQ ID No : 12 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
20 region du cadre de lecture pol codant pour I'int^grase du 

VIH-1 s'6tendant des r6sidus 4228 a 5093 inclus. et de la 
region codant pour I'enveloppe virale entre les positions 
6343 et 7611 incluses, 

iii) un virus pseudotype par. un g^ne codant 

25 pour une prot6ine d'enveloppe, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
d'etre infects par un virus VIH, 

v) un second h6te cellulaire susceptible 
d'etre infects par un virus VIH et comportant un g^ne 

30 marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 

virale, 

vi) les produits et reactifs n6cessaires pour 
realiser 1' amplification par PGR, 
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vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprimfe. 

37 ) Un kit selon la revendication 33^ 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 13 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 15 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral delete de toute la 
region codant pour la portion extracellulaire de la sous- 
unite gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'6tendant des 
residus 7745 a 8253 inclus, et comportant un site de 
restriction uniqu6 Mull, 

iii) un virus pseudotyp6 par un gene codant 
pour une prot6ine d'enveloppe, 

iv) un premier h6te cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et r§actifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprim6, 

38) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 23 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 25 et SEQ ID No : 26 avec SEQ 
ID No : 27 
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ii) un vecteur. retroviral delete de toute la 
region codant pour la portion extracellulaire de la sous- 
unit6 gp41 de I'enveloppe du VIH-1, s'etendant des 
residus 7745 a 8263 inclus, et comportant un site de 
restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d' enveloppe, • 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
, d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second h6te cellulaire susceptible 
d' §tre inf ect6 par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement ^ la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et rfeactifs n6cessaires pour 
realiser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

39) Un kit selon la revendication 33, 
caract6ris6 en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 14 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 16 

ii) un vecteur retroviral d616t6 de toute la 
region codant pour la majorite de la sous-unit6 gpl20 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de I'enveloppe 
du VIH-1, s'etendant des residus 6480 S 8263 inclus, et 
comportant un site de restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 
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v) un second ■ bote cellulaire, susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement par des particules virales, 

vi) les produits et r^actifs n6cessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. ' 

40) Un kit selon la revendication 33, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 

- SEQ ID No : 17 et SEQ ID No : 24 

- SEQ ID No : 18 et SEQ ID No : 26 et SEQ ID 
No : 27 

ii) un vecteur retroviral- delete de toute la 
region codant pour la majority de la sous-unit6 gpl20 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de I'enveloppe 
du VIH-1, s'fetendant des r6sidus 6480 a 8263 inclus, et 
comportant un site de restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotyp6 par un g6ne codant 
pour une prot6ine d'enveloppe, 

iv) un premier h6te cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infects par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement par des particules virales, 

vi) les produits et reactifs necessaires pour 
realiser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et reactifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 
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41) Un kit selon la revendication 33, 
caracteris6 en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences 
- SEQ ID No : 19 et SEQ ID No : 20 

5 - SEQ ID No : 21 et SEQ ID No : 22 

ii) un vecteur retroviral d616t6 de la 
region, codant pour les domaines allant de la boucle VI k 
la boucle V3 de I'enveloppe du VIH-1 s'6tendant de 6617 i 
7250 inclus et comportant un site de restriction unique 

10 Nhel, 

iii) un virus pseudotype par un g6ne codant 
pour une proteine d'enveloppe, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 

d'etre infecte par un virus VIH, 
j5 v) un second bote cellulaire susceptible 

d'Stre infects par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement ^ la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et rlsactifs nfecessaires pour 
20 r^aliser 1' amplification par PGR, 

vii) les produits et rfeactifs perraettant la 
detection du marqueur exprime. 

42) Un kit selon la revendication 33, 
25 caract§ris6 en ce qu' il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences: 
(SEQ ID No : 5) et {SEQ ID No : 6), 
(SEQ ID No : 7) et (SEQ ID No : 8) 

ii) un vecteur retroviral delete de la 
30 region du cadre de lecture pol codant pour la 

transcriptase inverse du VIH-1, s'etendant des r^sidus 
2618 a 2872 inclus, et comportant un site unique de 
restriction Mlul. 
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iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une prot6ine d'enveloppe, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
d'etre infects par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportaht un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et rfeactifs necessaires pour 
r^aliser 1' amplification par PCR, 

vii) les produits et r^actifs permettant la 
detection du marqueur exprime. 

43) Un kit selon la revendication 33, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

i) les paires d' amorces de sequences: 
(SEQ ID No: 28) et (SEQ ID No: 29) et 
(SEQ ID No: 30) et (SEQ ID No: 24) 

ii) un vecteur retroviral delete de touts la 
region codant pour la majority de la sous-unite gpl20 et 
de la portion extracellulaire de la gp41 de I'enveloppe 
du VIH-1, s'etendant des residus 6480 a 8263 inclus, et 
comporte un site de restriction unique Mull, 

iii) un virus pseudotype par un gene codant 
pour une proteins d'enveloppe, 

iv) un premier bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH, 

v) un second bote cellulaire susceptible 
d'etre infecte par un virus VIH et comportant un gene 
marqueur activable uniquement a la suite de 1' infection 
virale, 

vi) les produits et r^actifs n6cessaires pour 
realiser 1' amplification par PCR, 
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vii) les produits et r6actifs permettant la 
detection du marqueur exprim6. 
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Figure 2 
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Figure 6 
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<210> 1 
<211> 20 
, <212> ADN 
<213> Sequence artificielle 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . 120) 

<223> Sequence Fit A pour 1 ' amplif icatioin d'une region 
du g^ne codant pour la protease. 



<210> 2 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc^feature 
<222> (1) . . (23) 

<223> S6quence Pro A pour 1 'amplification d'une region 
du g^ne de la protease. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle lamorce 



<220> 
<223> 



Description de la sequence artificielle : amorce 



<400> 1 

tcacctagaa ctttaaatgc 



20 



<400> 2 

ggcaaatact ggagtattgt atg 



23 



<210> 3 
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<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (l)-.(20) . ^, 

<223> Sequence Fit B pour 1' amplification d une r6gi< 
du gene de la protease. 

<220> . 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<40b> 3 

agaactttaa atgcatgggt 



<210> 4 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<22G> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (23) . . ^, A ^ 

<223> sequence Pro B pour 1 'amplification d'une r6gi 
du g6ne de la protease; 



<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 4 

ggagtattgt atggattttc agg 



<210> 5 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . . (20) . . >i 

<223> Sequence MJ33 pour 1 ' amplification d'une region du 
g4ne de la transcriptase inverse. 

<220> . 

<223> Description de la sequence artificielle :amorce 

<400> 5 20 
agtaggacct acacctgtca 

<210> 6 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
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<222> (1) . . (20) 

<223> Sequence RT-EXT pour 1 ' amplification d'une region 
du g6ne de la transcriptase inverse. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle-.amorce 
<400> 6 

ttcccaatgc atattgtgag 20 



<210> 7 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc feature 
<222> (1) .7(32) 

<223> Sequence A35 pour I'ampl ification d'une region du 
g^ne de la transcriptase inverse. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 7 

ttggttgcat aaattttccc attagtccta tt 32 



<210> 8 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence art ificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (20) 

<223> Sequence RT-IN pour 1 'amplification d'une region 
du g^ne de la transcriptase inverse. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 8 

ttcccaatgc atattgtgag 20 



<210> 9 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc feature 
<222> (1).T(20) 

<223> Sequence INT B + pour 1 ' amplif icatioin d'une 
region du g'§ne de l'int6grase. 



<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: amorce 
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<400> 9 ' 

gttactaata gaggaagaca aa 22 



<210> 10 
<211> 19 . 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(19) 

<223> Sequence INT B - pour I'amplif ica tion d'une 
region du gdne de I'int^grase. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 10 

ttttggtgtt attaatgct 



<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc^feature 
<222> (1).,(20) 

<223> Sequence INT V + pour 1 ' amplification d'une 
region du g6ne de I'int^grase. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle ramorce 
<400> 11 

caccctaact gacacaacaa 



<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (20) 

<223> sequence INT V - pour 1 ' amplification d'une region 
du g^ne de I'int^grase. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :a morce 
<400> 12 

aaggcctttc ttatagcaga 



<210> 13 
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<211> 20 
<212> ADN ' 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(20) . 

<223> Sequence FIN -A pour I'amjplification d'une region 
du g6ne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 13 

tc^aatatta cagggctgct 20 



<210> 14 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(18) 

<223> Sequence FIN -B pour 1* amplification d'une region 
du g^ne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :amorce 
<400> 14 

tagctgaaga ggcacagg 18 

<210> 15 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (20) 

<223> Sequence FIN -C pour 1 ' amplification d'une region 
du g^ne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 15 

ctattaacaa gagatggtgg 20 



<210> 16 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<221> misc feature 
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<222> (1) . . (19) 

<223> Sequence FIN-D pour 1 'amplification d'une region 
du g^ne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif iciellecamorce 
<400> 16 

tccaccttct tcttcgatt 



<210> 17 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (26) 

<223> Sequence NEU -A pour 1 • amplification d'une region 
du g^ne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 17 

tagaaagagc agaagacagt ggcaatg 



<210> 18 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Sequence arti ficielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (23) 

<223> Sequence NEU -C pour 1 ' amplification d'une region 
du gdne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 18 

gtgggtcaca gtctattatg ggg 



<210> 19 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc feature 
<222> (1).7(28) 

<223> Sequence EOO pour 1 ' amplification d'une region du 
g^ne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : amorce 
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<400> 19 

tagaaagagc agaagacagt ggcaatga 



28 



<210> 20 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (20) 

<223> sequence ES8B pour 1 * amplification d'une region 
du g^ne de I'enveloppe- 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 20 

cacttctcca attgtccctc a 21 



<210> 21 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> inisc_featu re 
<222> (1) . . (27) 

<223> Sequence E20 pour 1 ' amplification d'une region du 
g^ne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielleramorce 



<210> 22 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (24) 

<223> Sequence E115 pour 1 'amplification d'une region 
du gSne de I'enveloppe. 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 22 

agaaaaattc ccctccacaa ttaa 24 



<400> 21 

gggccacaca tgcctgtgta cccacag 



27 



<210> 23 
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<211> 22, 
<212> ADN • 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<220> ' "■ 

<221> misc_feature 
<222> (1) (22) 

<223> Sequence FuA pour I'amp lification d'une region du 
g^ne de I'enveloppe. 

<400> 23 

aagcaatgta tgcccctccc at 



<210> 24 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> ■ 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(23) 

<223> Sequence FuB pour 1' amplification d'une partie du 
g6ne d ' enveloppe . 

<400> 24 

ggtggtagct gaagaggcac agg 



<210> 25 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence arti f icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (25) 

<223> Sequence FuC pour 1 • amplification d'une partie du 
gene d' enveloppe. 

<400> 25 

atatgaggga caattggaga agtga 



<210> 26 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
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<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) • . (26) 

<223> Sequence FuDl utilise pour amplifier une partie du 
g^ne de I'enveloppe. 

<400> 26 

tctgtctctc tctccacctt cttctt 26 



<210> 27 
<211> 26 
<212> ADN 

<2\3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 



<220> 

<221> misc_feature 
<222> .()..) 

<223> Sequence FuD2 pour 1 ' amplification d'une partie du 
gene de I'enveloppe. 

. <400> 27 

tctgtcttgc tctccacctt cttctt 26 



<210> 28 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . 130) 
<223> Amorce ED3 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 28 

ttaggcatct cctatggcag gaagaagcgg 30 



<210> 29 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle' 



<220> 

<223> Description de 1 a sequence artificielle : amorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (26) 

<223> Amorce £01 pour 1 * amplification d'une partie de 
1 'enveloppe. 
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<400> 29 

tccagtcccc ccttttcttt taaaaa 



<210> 30 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle:amorce 
<22p> 

<22i> misc_feature 
<222> (1) (24) 

<223> Amorce ElO pour 1 ' amplification d'une partie de 
I'enveloppe. 

<400> 30 

gtgggtcaca gtctattatg gggt 



<210> 31 
<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielletamorce 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (19) 

<223> Amorce gag+, permettant 1' amplification d'une 
partie de gag. 



<400> 31 

aggggcaaat ggtacatca 
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1, ClaimsNos.: 



2. I I ClaimsNos.: 
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an extent that no meaningful international search can be canied out, specifically: 



3. I I ClaimsNos.: , . , x ^ ^ k 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box H Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Aulhority found multiple inventions in this international application, as follows: 



SEE SUPPLEMENTARY SHEET 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

— searchable claims. 

2. Fx! AsaUsearchableclaimscouldbesearchedvvithouteffortjustifyinganadditionalfee^ 

— of ai^ additional fee. 

3^ I I As only some ofthe required additional search fees were timely paid by the applicant, this internatio 

' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4^ I — I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequentiy, this international search report is 
I — I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

[ I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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The International Searching Authority has determined that this international 
application contains more than one invention or group of inventions, namely 

1. Claims 1, 2, 29-33 (partially) and 3, 4, 34 (in full) 

Method for analysing a phenotypic HIV virus characteristic, 
characterised in that PGR amplification is performed with a pair of 
primers flanking a nucleic acid sequence coding for part of Ihe gag 
protein and a nucleic acid sequence coding for the human 
immunodeficiency vims protease, and kit characterised in that it 
includes said primers. 

2. Claims 1, 2, 29-33 (partially) and 5, 6, 9, 35, 42 (in full) 

Method for analysing a phenotypic HTV virus characteristic, 
characterised in that PGR amplification is performed with a pair of 
primers flanking a nucleic acid sequence that may have at least one 
mutation in the gene coding for the reverse transcriptase, and kit 
characterised in that it includes said primers. 

3. Claims 1, 2, 29-33 (partially) and 3, 4, 34 (m full) 

Method for analysing a phenotypic HIV virus characteristic, 
characterised in that PGR amplification is performed with a pair of 
primers flanking a nucleic acid sequence coding for part of the gag 
protein, for the protease and for part of the human unmunodeficiency 
vims reverse transcriptase. 

4. Claims 1, 2, 29-33 (partially) and 10-12, 36 (in full) 

Method for analysing a phenotypic HIV virus characteristic, 
characterised in that PGR amplification is performed with a pair of 
primers flanking a nucleic acid sequence that may have at least one 
mutation in the gene coding for the integrase, and kit characterised in 
that it includes said primers. 

5. Claims 1, 2, 29-33 (partially) and 13-28, 37-41, 43 (in full) 

Method for analysing a phenotypic HIV virus characteristic, 
characterised in that PGR amplification is performed with a pair of 



FonnPCT/ISA/210 



Inteniatioiul application No. 
PCT/FR"" 01/03512 



primers flanking a nucleic acid sequence that may have at least one 
mutation in the gene coding for the envelope protein, and kit 
characterised in that it includes said primers. 
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2. revendi cations: 1,2,29-33 (parti ell ement) et 5,6,9,35, 
42 (completement) 
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English Abstract: The invention concerns a method for analysing characteristics 
exhibited by certain virus strains, in particular, the human immunodeficiency 
viruses, using the construct of a recombinant virus obtained by homologous 
recombinir^. The invention also concerns a kit comprising printers, vectors, cell 
hosts, products and reagents necessary for producing PCR amplification, and the 
products and reagents for detecting a maricer, for implementing the inventive 
method. 
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